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Les multiples problemes pbiologiques soulevés par l'étude de 
Vimmunité syphilitique exercent toujours la sagacité des cher- 
cheurs et ils ne peuvent étre abordés que sur le plan expéri- 
mental. On en connait les principaux. 


L’immunité est-elle seulement une prémunition liée a4 la persis- 
tance de l’infection tréponémique (Thése de Kolle) [4]? S’agit-il 
au contraire d’un éiat réfractaire acquis nécessitant au moins 
3 mois pour sa constitution (Thése de Chesney et Kemp) [2] ? 
L’emploi d’une thérapeutique stérilisante permet d’effectuer la 
dissociation nécessaire entre ce qui parait ressortir de la persis- 
tance du parasite, et ce qui appartient a la constitution de l’immu- 
nité. Gastinel et Collart [3] ont confirmé la thése anglo-saxonne. 

Ils ont montré que chez des lapins traités et stérilisés a partir 
du 100° jour aprés Vinfection, la phase d’immunité totale dure 
environ 12 mois. Un peu plus tardivement, la réinoculation crée 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du\5 janvier 1956. 
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une syphilis inapparente. Plus tard encore, vers le 20° mois, !a 
réceptivité est généralement récuperee. 

De méme, les auteurs américains, notamment Magnuson, Eagle, 
Fleischmann et Rosenau |4], ont établi qu’avant “a atteindre la 
phase d’état réfractaire total aprés traitement stérilisant effectué 
de 21 a 158 jours apres Vinfection initiale, Vanimal syphilisé 
depuis le moins de temps demeure réceptif a une inoculation 
seconde, plus tard on note une syphilis inapparente et plus tard 
encore, chez les animaux infectés depuis de longs délais, |’état 
réfractaire est total. Ainsi retrouve-t-on dans la _ constitution 
comme dans la disparition de ’immunité les mémes phases suc- 
cessives. 


La nature tissulaire ou humorale de cette immunité est l’objet 
d'un débat toujours controversé. 

Nous rappelons simplement quelques notions pour rendre plus 
homogéne l'étude présente. On trouvera d’ailleurs l’exposé de 
toutes ces questions avee une bibliographie abondante dans notre 
rapport au Colloque de Marseille en 1953 [5] et dans le travail 
récent de H. Grossmann {6}. 

Les anticorps décelables dans le sérum d’un sujet syphilitique 
n’apparaissent ni comme le témoignage, ni comme le support de 
VPimmunité. Il convient alors de rechercher ce qui peut appartenir 
d une interprétation d’ordre tissulaire, en se gardant toutefois 
d’opposer des doctrimes qui, par certains points, pourraient se 
rejoindre. 

Le processus histogéne immunitaire apparait déja, remarque 
Brandt [7] dans l’arrét de croissance d’un syphilome pour limiter 
son extension sans tuer cependant les tréponémes et sans les 
empécher d’envahir l’organisme. 

Mais il convient de considérer si l'état réfractaire est acquis 
simultanément sur toute l’étendue des surfaces cutanées ou au 
contraire s7il est susceptible de se localiser en certaines régions. 

Un tel probleme a été depuis longtemps soulevé, notamment 
en 1906 par Kraus et Volk soutenant que l'état réfractaire nattrait 
au point d’inoculation et s’étendrait progressivement. Ainsi était 
posé le probleme de Vimmunité régionale. . 

Gastinel, Pulvenis et Collart [8] ont consacré 4 ce sujet une 
série de recherches montrant que la zone antérieurement inoculée 
offre une résistance au nouvel apport d’une souche virulente 
homologue, tandis qu’a distance (scrotum opposé) on peut 
observer un syphilome typique. En dehors des cas ou les 
réponses sont ainsi diamétralement opposées, il est des éventua- 
lités ot ’immunité régionale contraste avec l’évolution au point 
@inoculation éloigné d’une lésion plus ou moins dégradée conte- 
nant des tréponémes. 
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Nous avons recherché si cet état réfractaire, d’abord local, rele- 
vait d’une propriété des tissus susceptible de stériliser plus ou 
moins complétement le greffon, ou bien d’un nouveau compor- 
tement de la réceptivité histogéne. 

On a prélevé pour cela les fragments nouvellement insérés 
bilatéralement sous le scrotum d’animaux ayant offert un syphi- 
lome unilatéral et on les passe a des lapins neufs. Cette ablation 
est effectuée du 3° au 17° jour aprés leur inoculation. Sur 
12 lapins dont la primo-inoculation remontait de 60 a 97 jours : 
dans nos expériences les greffons prélevés de l’un ou I’autre coté 
demeuraient virulents au moins jusqu’au 8° jour, ainsi qu’en 
témoignait le transfert a l’animal neuf. 

L’état inmmunitaire régional ne semble donc pas lié a un pro- 
cessus virulicide qui stérilise le greffon in sifu, mais bien a une 
non-réceptivilé des tissus eux-mémes, A une aptitude nouvellement 
acquise comme conséquence de la primo-infection. 


Mais pour certains tissus, cette non-réceptivilé peut étre pri- 
mitive, indépendante de toute infection antérieure. Ainsi Levaditi, 
Vaisman et Schoen {8], dans leur étude sur la neuro-syphilis, 
ont montré dans une longue suite de travaux qu'un greffon, 
inséré dans Vencéphale d’un lapin neuf, renferme des spirochetes 
nombreux jusqu’au 7° jour, rares ensuite jusqu’au 48°, mais il 
n'y a aucune dispersion tréponémique péri-greffale. 

Le tissu du névraxe apparait ainsi tréponémophobe, par oppo- 
sition au tissu tréponémophile comme le revétement cutané. “11 
est A noter que le tréponéme pale inclus dans les greffons ayant 
séjourné pendant 6 a 20 jours dans le névraxe d’un lapin neuf, 
perd la faculté-d’engendrer des syphilomes scrotaux, ainsi que 
les auteurs précédents l’ont bien observé : vitalité, activité patho- 
gene sont done annihilées, du fait du séjour parmi les éléments 
du systéme nerveux central. 

Le névraxe normal du lapin neuf oppose done une résistance 
a la pullulation in situ des tréponémes. 


Le syst¢me nerveux n’est pas le seul tissu offrant un état 
réfractaire spontané a.l’égard du tréponéme. Le ganglion lym- 
phatique et le muscle ne se prétent pas a Ja constitution de pro- 
cessus spécifique local apres introduction d’une souche virulente 
in situ. De , 

Ces tissus ne permettent pas la végétabilité du tréponéme direc- 
tement inoculé. Ce dernier, toutefois, n’est pas détruit et animal 
se trouve en état d’infection inapparente (Collart) [9}. 


Nous avons été conduits plus récemment a envisager ce qu on 
pouvait déceler sous le terme de non-réceptivite tissulaire et en 


680 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


particulier si absence de diffusion n’était pas le fait d’une des- 
truction des tréponémes par un acle rapide de type phagocytaire. 
Dans nos premiéres expériences nous avons pratiqué Vinocula- 
tion d’un greffon syphilomateux par voie scrotale droite ct 
gauche chez des animaux antérieurement syphilisés. 


Expérience I, — Des lapins, dont la syphilis date respectt- 
vement de 155, 105, 82, 64 jours, recoivent sous le scrotum des 
ereffons de souche Nichols. 


Exemple. — Lapin 66: Syphilis de 155 jours. Le greffon droit est 
prélevé le 4° jour ainsi que la zone périphérique. Les tréponeémes sont 
nombreux A la coupe du greffon, mais absents dans le tissu circum- 
voisin ot l’on ne constate ni réaction & type inflammatoire, ni image 
de phagocytose. 

Au 16° jour, le prélévement du greffon gauche et de la région circum- 
voisine ne permet de constater aucune diffusion des trépontémes qui 
sont dans le fragment, ni aucun phénoméne périphérique. 


Lapin 23; Syphilisé depuis 105 jours. Recoit des greffons sous ie 
scrotum a droite et 4 gauche. Le 8° jour, prélévement du greffon gauche 
et de la région péri-greffale. On ne décéle & la coupe que des trépo- 
néemes dans le greffon, sans aucun passage dans la zone périphérique. 
Le prélévement du greffon droit au 16° jour montre l’absence de toute 
dissémination et de toute réaction inflammatoire. On observe avec la 
plus grande netteté une ligne de démarcation entre le greffon rempli 
de tréponémes et la zone péri-greffale qui en est totalement dénuée. 


Lapin 53: Syphilisé depuis 82 jours. Au 8® jour, le prélévement du 
greffon gauche montre a l’examen histologique la présence de trépo- 
némes dans le greffon seulement, leur absence a la périphérie sans 
aucune trace de phagocytose. La méme image est retrouvée le 22° jour, 
avec des phénoménes de lyse tréponémique 4 l’intérieur du greffon 
droit. 


Lapin 75: Syphilis de 64 jours. Le prélévement du greffon gauche 
au 4° jour ne montre aucun tréponéme dans les zones péri-greffales ; 
il n’y a pas de phagocytose. Au 22° jour, on préléve le greffon droit 
et la zone péri-greffale, les tréponémes typiques sont retrouvés dans 


le greffon et il n’y a ni dissémination, ni phagocytose a la périphérie. 


Expérience IT. — Pour envisager de plus prés, si possible, ie 
comportement des spirochetes de réinoculation, nous nous sommes 
adressés a la technique des insertions multiples sous le derme 
de la région dorsale du lapin, ce qui permet, & intervalles rap- 
prochés, examen a des stades successifs de fragments de syphi- 
lomes. L’étude est faite parallélement sur des animaux neufs 
~et des animaux syphilitiques. 

Voici quelques protocoles d’expériences faites selon cette tech- 
nique. 
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Lapin 83/23: Syphilisé avec la souche Nichols depuis 353 jours. 
Recoit des séries de greffons souche homologue sous la peau du dos. 
Le premier prélévement est effectué 6 heures apres. Les tréponémes, 
abondants dans le greffon, ne dépassent pas la lisiére de la zone 
(insertion. Il n’y a & la périphérie aucune réaction inflammatoire. 
Il en est de méine a la 24° et 72¢ heure. Les prélévements effectués 
le 7¢ et le 14° jour montrent des tréponémes strictement situés dans 
le seul greffon ; aucune diffusion, aucune réaction phagocytaire péri- 
phérique. Le greffon n’offre aucune adhérence sur les plans voisins 
et commence A subir une destruction nécrotique. 


Lapin 89: Syphilisé avec la souche Gand depuis 120 jours. Recoit 
dans le derme dorsal une série d’inoculations de greffons d’un syphi- 
lome de souche homologue. Les biopsies successives sont effectuées 


A 


1 heure aprés linsertion, 2 heures, 7 heures, 24 heures, 48 heures, 
7°, 14° et 21° jour. A tous les examens les tréponémes sont trouvés 
dans le greffon, aucun n’en franchit la bordure pour envahir la zone 
péri-greffale. Il n’est observé aucune réaction inflammatoire phagocy- 
laire. Au 14° jour, les spirochétes apparaissent en partie lysés dans 
le greffon qui, au 21° jour, est nécrosé, presque enticrement envahi 
par des cellules granulo-adipeuses. 


Par comparaison, voici les protocoles de l’évolution de greffons 
insérés dans Je derme de la peau dorsale de lapins neufs. 


Lapin 85 : Est inoculé avec des fragments de syphilome souche Nichols. 
Un premier prélévement du greffon et de la zone d’insertion est effectué 
i la 6° heure. Les tréponémes sont nombreux dans le fragment inséré 
et déja apparaissent dans le tissu environnant. A la 24° et 72° heure, 
cette diffusion augmente. Au 7° jour, le greffon est volumineux. Tout 
autour, altération avec vaisseaux uéo-formés et prolifération des cellules 
fixes. Tréponémes nombreux dans tout le tissu réactionnel. Au 14° jour 
toute la coupe est un tissu syphilomateux inondé de parasites. Evo- 


lution d’un chancre typique. 


Lapin 59 : Il est inoculé avec la souche Gand par insertion de greffons 
sous la peau dorsale. Dés la 3° heure, les tréponémes apparaissent dans 
le tissu circum-voisin. A la 48° heure, réaction monocytaire. 


Toutes ces expériences permettant d’effectuer sur un méme 
animal des prélévements successifs montrent que chez les ani- 
maux neufs les tréponémes contenus dans le greffon passent rapi- 
dement dans le tissu environnant. Levaditi, Vaisman, Schoen et 
Mezger [40] avaient signalé pour des greffons sous-scrotaux ce 
passage dés le 3° jour. Nos protocoles actuels le mettent en évi- 
dence dés la 3° et la 6° heure. Dés la 48° heure on peut noter le 
début de la réaction monocytaire et dés le 7° jour des syphilomes 
microscopiques se constituent. Les résultats actuels confirment 
done les constatations antérieures en les situant a des dates 


encore plus précoces. 
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Au contraire, chez les lapins antérieurement syphilisés, il n’y 
a ni dispersion spirochétienne, ni formation locale macro- ou 
mucroscopique. 

Nous retrouvons ainsi ce qu’avaient décrit ‘Levaditi, Vaisman 
et Schoen en étudiant la surinfection par vole scrotale. Mais nous 
voulons mettre spécialement Vaccent sur l’absence de toute réac- 
tion inflammatoire et sur le fait que les tréponémes demeurent 
inclus dans le greffon : les tissus environnants n’offrent aucune 
image histologique d’action phagocytaire quelconque ayant été 
susceptible de s’opposer a un processus d’envahissement péri- 
phérique. Le tissu de l’animal immun refuse donc les spirochétes 
nouvellement apportés, ne se laisse pas- pénétrer par eux et 
cependant ne dresse aucun des moyens habituels pour limiter un 
foyer infectieux, 


On pourrait se demander si cette attitude des tissus chez un 
lapin syphilitique serait la méme en effectuant les surinfections 
avec les greffons de souris. Or, il en est bien ainsi; témoin 
exemple suivant : 


Lapin 22: Syphilisé depuis 324 jours (Nichols). I recoit des insertions 
multiples sous-dermiques dorsales de ganglions de souris sacrifiées au 
535° jour de leur infection (Nichols). La syphilis inapparente de ces 
animaux était démontrée par la présence de tréponémes dans le tégu- 
ment nasal, périnéal, rectal. 

La premiére biopsie du greffon et de la zone d’insertion est effectuée 
le 5° jour. On trouve une légére inflammation réactionnelle périphé- 
rique. Des phénomeénes de dégénérescence apparaissent dans le greffon. 
Aucune forme tréponémique n’est visible dans le tissu environnant. 
Au 17° jour, le greffon souris est caséifié. Sa résorption est compléte 
le 20° jour. 


Il en est tout autrement sur l’animal neuf. Exemple : 


Lapin 86 neuf: Recoit des ganglions de souris par voie dorsale intra- 
dermique. Le prélévement du 5° jour ne décéle aucun tréponéme dans 
le greffon. Légére réaction périphérique sans type spécial. La biopsie 
du 9° jour montre Je début d’un phénoméne de dégénérescence du 
greffon, mais tout autour une réaction plasmocytaire apparait. Un 
frottis fait avec le greffon en voie de caséification déctle quelques 
tréponémes. Les images sont semblables, mais plus accusées a la 
biopsie du 17° jour. Au 28° et 37° jour, les ponctions effectuées A ia 
pipette dans la zone d’insertion du greffon mettent en évidence des 
spirochetes mobiles. Un dernier prélévement fait le 52° jour porte sur 
un véritable syphilome empli de parasites. 


Nous retiendrons de ces protocoles : 
1° Qu’un tissu de souris greffé sur le dos d’un lapin entraine 
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d’abord une légere réaction inflammatoire banale en raison métne 
de son hétérogénéiteé. 

2° Que le greffon-ganglion ne contient pas de tréponémes 
visibles sur coupes. 

3° Que les tréponémes n’apparaissent dans la zone d’insertion 
que tardivement chez l’animal neuf. 

4° Que le syphilome se constitute aprés une longue période 
(incubation. 

5° Que chez le lapin antérieurement syphilisé l'apport de 
matériel souris n’entraine aucune réaction spécifique des tissus 
environnants et qu il n’existe aucun phénoméne histologique 
capable d’expliquer la non-diffusion des tréponémes. Les cellules 
refusent Vinfection nouvelle expérimentale. . 


Exprrience III. — Pour mieux encore envisager ce compor- 
tement tissulaire du revétement cutané chez l’animal immun, il 
nous-a paru nécessaire de supprimer tout ce qui pouvait 
dépendre de l’apport d’un greffon et d’étudier le devenir d’une 
émulsion tréponémique injectée par vole intradermique. 

L’émulsion utilisée est celle employée pour le test d’immobi- 
lisation de Nelson. Elle est.injectée sous le volume de 0,2 cm* 
dans le derme de la région dorsale en 8 a 12 points chez.5 ani- 
maux anciennement syphilitiques et 3 lapins neufs. 


Lapin 40: Syphilisé depuis 222 jours avec la souche Nichols; Les 
biopsies sont respectivement faites 15 minutes, 30 minutes, 1 heure, 
2 heures, 3 heures, 20 heures et 44 heures aprés le dépét intradermique, 
espérant ainsi saisir dés son début, si elle existait, toute trace d’une 
réaction inflammatoire propre a détruire les tréponémes injectés. Or, 
tous les examens histologiques 4 ces différents moments montrent les 
tréponémes au point méme de l’intradermo-injection, mais en nombre 
réduit. Sur aucune coupe on ne peut mettre en évidence une trace 
quelconque d’un processus inflammatoire et de phagocytose. Il n’y a 
non plus aucune dissémination du parasite dans la zone circum: 
voisine. 


Lapin 25: Syphilisé depuis 263 jours (souche Nichols). Méme tech- 
nique d’injections dorsales intradermiques multiples. Les tréponemes 
sont retrouvés en foyers limités aux différentes biopsies faites 4 1 heure, 
4 heures, 8 heures, 24 heures, 36 heures, 48 heures. Ils ont disparu 
presque complétement & l’examen de la 72° heure. Aucune Iésion 
inflammatoire n’est observée, ni image de phagocytose sur la coupe. 
Aucun tréponéme, enfin, n’a diffusé 4 distance dans le tissu envi- 


ronnant. 


Dans d’autres expériences, lapins 20, 22, 23, les animaux 
syphilisés depuis 152 jours recoivent selon la méme technique 
des injections intradermiques d’émulsion spirochétienne. Les 
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biopsies confirment la disparition des tréponémes dans le point 
inoculé (4°, 5° jour). En aucun cas, on n’observe de réaction 
inflammatoire quelconque. 

Mais il en va tout autrement chez le lapin neuf. 


Lapin 5; Méme technique d’inoculation intradermique dorsale. Les 
tréponémes demeurent trés nombreux aux différentes biopsies. Des le 
5® jour, on constate des altérations avec prolifération des cellules fixes 
et les spirochétes ont diffusé. Ultérieurement, constitution du chancre. 


Lapin 6: Méme protocole. Les tréponémes diffusent rapidement. Les 
différentes insertions dans le derme donnent lieu & la formation d’un 
chancre caractérisé. 


Lapin 60: Méme protocole. La biopsie des intradermo-injections a 
été faite 1 heure, 8 heures, 48 heures, 3 jours et 8 jours aprés l’inser- 
lion. Les tréponémes sont nombreux A tous ces examens. La réaction 
monocytaire s’observe dés Ja 48° heure. Des chancres se constituent 
a partir du 8° jour. : ; 


Ains) apparait-il dans ces différentes expériences, soit avec 
ereffons, soit avec des émulsions tréponémiques, que Vimmunité 
du revétement cutané ne trouve pas son explication dans des 
actes -destructifs des spirochétes nouvellement introduits : mi 
réaction inflammatoire, ni processus quelconque de phagocytose 
ne peuvent étre invoqués, cherchant méme 4 les saisir dans les 
minutes consécutives a linjection. Les tréponémes disparaissent 
et se lysent progressivement, mais, on l’a vu, restent encore 
virulents pendant au mois une huitaine de jours dans les 
ereffons insérés chez un animal immun. Celte seule constatation 
contredirait quelque peu l’hypothése d’un pouvoir humoral neu- 
tralisant. On pourrait le supposer lhé a des anticorps circulants 
ou sessiles. Nous n’en avons aucun témoignage; a l’inverse 


méme citons cette expérience que nous avons réalisée : 


Le testicule d’un animal syphilitique depuis 150 jours est pré- 
levé, broyé, lavé plusieurs fois et mis au contact pendant 
20 heures avec une émulsion de tréponémes souche Nichols. fe 
mélange additionné ou non de complément est injecté dans le 
testicule de lapins neufs qui font une orchite expérimentale 
typique. 

Bornons-nous done a constater que le testicule d’un lapin 
syphilitique ne contient pas de substances virulicides capables 
d’expliquer. que les tréponémes du _ greffon insérés sous le 
scrotum d’un animal immun ne puissent diffuser parce qu ils 
seraient détruits. On arrive done a la nécessilé d’interpréter le 
phénoméne de V’immunité chancre, c’est-i-dire de la non-récep- 
tivité tégumentaire, par une qualité acquise des cellules. 
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Ainsi apercoit-on ce qui appartient peut-Ctre au trés curieux 
probléme général du refus cellulaire. 

A cété des processus inflammatoires et phagocytaires, en 
dehors également du jeu de substances humorales a type anti- 
corps, 11 faut faire place a un état des tissus modifiés dans cer- 
taines circonstances de telle maniére qu’ils vont présenter Ja 
propriété nouvelle d’un état de résistance a l’infection homologue. 

Dans Vimmunité de surinfection incluse conjointement A coté 
de la réaction de sensibilisation dans le phénoméne de Koch, le 
refus cellulaire permet peut-étre d’interpréter la non-pullulation, 
la non-dissémination, la destruction des germes tuberculeux de 
nouvel apport chez le cobaye allergique : ces bacilles disparaissent 
progressivement du point injecté, les processus phagocytaires 
sont limités & une phase bréve, alors que de nombreux bacilles 
demeurent libres sur la coupe (Gastinel et Christol) [44]. Comment 
sont-ils détruits ? Pourquoi ne provoquent-ils pas de lésions spéci- 
fiques comme si les tissus de lanimal déja infecté avaient acquis 
des qualités résistantes et méme lytiques ? Il n’est pas a dire ici 
que les anciennes recherches de Boquet, celles récentes de 
Gernez-Rieux et ses collaborateurs éprouvent les mémes diffi- 
cultés a pénétrer les raisons du comportement des bacilles tuber- 
culeux dans le phénomeéne de Koch, si on n’envisage pas la notion 
de Vimmunité de refus. 

Rappelons aussi que celte notion se retrouve dans la biologie 
des ultra-virus et de leur immunité, notamment a propos’ de 
Vherpés expérimental et du vaeccin jennérien. Levaditi a bien 
montré que l’immunité dans le cas des ectodermoses neurotropes 
était faite de la somme de l'état réfractaire de tous les tissus 
sensibles. 


Le mécanisme immunologique sous la dépendance d’un état 
acquis méme régional des cellules, cela en dehors de lactivité 
des anticorps circulants et de la phagocytose, demeure certes 
obscur et bien controversé. 

Il semble qu’une telle immunité apparaisse tributaire de fac- 
teurs variés et dépende soit de l’atteinte spécifique antérieure des 
cellules sensibles, soit de toutes les incompatibilités prévisibles 
entre le germe réinoculé et le tissu récepteur. Ne conviendrait-il 
pas d’envisager dans le refus cellulaire une maniére d’épui- 
sement du milieu, celui-ci représenté par un territoire tissulaire 
ou par toutes les cellules d’un méme tissu? R. Fasquelle [42] 
a développé cette these dans un ouvrage récent. Les carences 
que pent offrir un tissu sont liées sans doute au role des vita- 
mines, des hormones et du systéme neuro-végélatif (Gastinel, 


Fasquelle et Barbier) [43). 
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En ce qui concerne la syphilis, nos protocoles expérimentaux 
anciens ont mis en évidence le comportement tissulaire sous ta 
dépendance de l’appareil autonome. Nous inspinant en effet des 
travaux de Reilly sur les infections éberthiennes, nous avons 
essayé de rendre un animal réfractaire par excitation faradique 
du systeme neuro-végétatif. 

Ainsi peut-on observer l’absence de toute évolution du frag- 
ment inséré du coté ayant subi l’action faradique sur les pédicules 
spermato-déférentiels. Dans d’autres expériences, il était possible 
d’arréter ou de modifier l’évolution du syphilome déja constitué. 
Enfin, comme Reilly l’avait noté & propos des germes typho-para- 
typhiques on peut observer a inverse du phénoméne inhibiteur 
une modification réactionnelle tissulaire se traduisant par une 
exaltation du processus infectieux, véritable phénoméne hyper- 
ergique. Il est donc possible artificiellement de réaliser soit des 
états réfractaires régionaux, soit des hypersensibilités locales. 

Il n’est pas dans notre plan d’insister & nouveau sur ces 
recherches antérieures. Nous les rappelons seulement a propos 
de nos actuelles constatations sur ce mystérieux et complexe 
mécanisme des processus d’immunité et de « mémoire » cellu- 
laires. 

Le « refus » opposé par un lUssu pour accepter un germe, 
pour le laisser s’adapter, végéter et créer une Iésion, nous appa- 
rait comme un élément fondamental dans l’immunologie. 

Il convient de lui faire place & cété des phénoméenes inflamma- 
toires ou humoraux et de chercher & mieux connaitre ce que 
voile ce refus cellulaire, appellation dont le sens biologique véri- 
table est si entouré d’hypothéses et d’inconnues. 


SUMMARY. 


The authors first recall their previous experiments on acquired 
immunity in syphilis, its three months’ delay, its independance 
of persisting infection and its progredient extension from a 
regional starting point. The resistance against reinfection is not 
due to any germicidal activity : when spirochaetae are introduced 
into the skin of immune animals, they remain virulent for new 
animals 8-10 days at least. 

The authors have studied what became of fragments of syphi- 
litic tissue introduced intravenously or of multiple intracutaneous 
inoculations of spirochaelae in immune and non-immune animals. 
Fifteen minutes to several hours or days after inoculation, frag- 
ments of skin were removed by biopsy to examine the even- 
tuality of inflammatory or phagocytic reaction responsible for 
destruction of the inoculated spirochaetae, or preventing their 
diffusion, with constantly negative results. 
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Consequently the existence of a state of « cellular refusal » is 
considered, 1. e. the condition of a previously infected organism 
refusing to accept an infecting agent and to allow its adaptation. 
This kind of « cellular memory » is fundamental in immunology. 


(4 } 


[2 
[3] 


[4] 
[5] 
[6] 
[7] 
[8] 


[9] 
[10] 


[44] 
[12] 


[13] 
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ETUDE 
PAR LA METHODE IMMUNO-ELECTROPHORETIQUE 
DE LA TOXINE DIPHTERIQUE PURIFIEE. 


par E. H. RELYVELD, P. GRABAR, M. RAYNAUD 
et C. A. WILLIAMS Jr. 


(Institut Pasteur) 


La méthode immuno-électrophorétique {4, 2, 3, 4, 5, 6. 7) 
permet de controler la pureté d’une protéine en ‘combinant les 
avantages de l’électrophorése et des techniques de précipitation 
spécifique en gel. Nous l’avons utilisée pour étudier deux prépa- 
rations de toxines diphtériques : 

1° Une toxine brute concentrée obtenue par précipitalion 
par Vacide métaphosphorique & basse température (MM) titrant 
214 UF/mg N {8); 

2° Une toxine (T), purifiée par une technique nouvelle [9| et 
titrant 2800 a 3000 UF/mg N. Cette toxine purifiée ne donne 
qu'une seule zone de précipitation en gel avec un sérum anti- 
diphtérijque complexe, par la méthode d’Oudin [40], technique 
Oak ley- Fulthorpe [44] dans les conditions précisées dans une note 
antérieure [8]. 

Nous avons employé, pour la « révélation » immunologique, les 
différents sérums antidiphtériques de cheval suivants : 

1° Sérum préparé par injection d’anatoxine brute non concen- 
irée, puis digéré par la méthode Amoureux-Yeu [42]. Ce sérum 
(n° 906) est une préparation commerciale. 

La digestion pepsique a été effectuée sur un mélange de nom- 
breux sérums provenant d’animaux différents. Il contient un 
nombre élevé d’anticorps (15 environ) dirigés contre les différents 
constituants antigéniques qui se trouvent dans la toxine diphtc- 
rique brute. 

2° Sérum n° 341, préparé par injection au cheval d’une ana- 
toxine diphtérique de haute pureté (2 700 UF/mg N). Les carac- 
téres de ce sérum seront décrits dans une autre publication [43. 


Il titre 63 unités de floculation (anticorps) par milligramme 
(azote. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 janvier 1956. 
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Ce sérum contient un anticorps principal, l’antitoxine, et deux 
anticorps « accessoires » en faible concentration. Par digestion 
pepsique selon Sandor [44] du précipité spécifique formé par le 
s¢rum 341 avec la toxine diphtérique brute M, on obtient une 
préparation qui ne contient plus ces deux anticorps accessoires 
et qui ne réagit plus qu’avee la toxine purifiée. 

Le sérum 341 digéré (841 bis) ne donne en effet plus qu’une 
zone de précipitation si on le teste avec la toxine brute M 4 


Fic. 1 a. — Sérum $06 a 100 UF/ml. Toxine M A différentes concentrations 
(450 a 25 UF/ml). 


différentes concentrations (fig. 1). I] titre 700 UF (anticorps) par 
miligramme d’azote. 

Les préparations de toxine placées sur la plaque d’immuno- 
électrophorése ont une concentration de 225 UF/ml. Le volume 
employé est de 0,2 ml. Les plaques de gélose sont de 18 x 24 cm 
et de 8 mm d’épaisseur. La gélose est a la concentration de 
2 p. 100 et contient du tampon véronal de force ionique = 0,05, 
pH = 8,2. Le tampon contenu dans les vases électrodes a la 
méme composition. Courant: 5 volts/em. Intensilé : 65 miulliam- 
peres par plaque. Durée de l’électrophorése : quatre heures. 

La détection est effectuée en placant dans les rigoles latérales 
2 ml de sérum (906, 341 et 341 bis) dilué jusqu’a contenir 
100 UF/ml. Toxines et sérums ont été préalablement gélifiés par 
addition de 2 p. 100 de gélose. 
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On laisse la diffusion s’effectuer pendant quinze jours a 37°, 
en atmosphére humide. Aprés quoi, les plaques sont photogra- 
phiées, soit telles quelles, soit apres coloration par lazo- 
carmin B {6}. 

Sur une méme plaque de gélose, on a effectué 3 électropho- 
reses, 2 avec la toxine diphtérique, la troisiéme avec du sérum 
humain normal. Cette derniére a été révélée avec du sérum anti- 


Vic. 2. — Les préparations non colorées ont été photographiées 
aprés deux semaines de séjour 4 37° aprés l’électrophorése. 


sérum humain de cheval. Elle permet une détermination relative 
de la mobilité électrophorétique de la toxine. 


Résuttats. — La figure 2 montre les résultats obtenus avec 
les préparations M et T. Le systeme (M ; sérum 906) donne plu- 
sieurs lignes correspondant 4 des constiluants distincts, soit par 
leur mobilité, soit par leur comportement dans la précipitation 
spécifique en gel. 

Le svsteme (M; sérum 341 bis) ne donne qu'une seule ligne 
nette. A noter cependant un certain aspect bifide d’une des extré- 
mités de cette ligne. Le sérum 341 bis ne contient done qu’un 
anticorps précipitant. Cet anticorps est bien Vantitoxine diphté- 
rique comme le montre l'étude des courbes quantitatives de 
précipitation {15, 46]. 


692 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


La toxine T a bien été débarrassée de tous les constituants 
divers décelables dans la toxine brute M par précipitation spéci- 
fique en gel et par immuno-électrophorese, a exception dun 
seul. Le systeme (T ; sérum 906) ne montre en effet qu'une seule 
ligne. 

“On arrive ainsi A identifier dans la préparation M le consti- 
tuant T. On peut calculer la mobilité de ce dernier par compa- 
raison avec celle des constituants reconnus et identifiés du sérum 


Fic. 3. — Les préparations non colorées ont été photographiées 
aprés deux semaines de séjour 4 37° apres l’électrophorése. 


humain. On trouve ainsi que la»toxine T dans les conditions 
expérimentales précisées (C/2 = 0,05, pH = 8,2, tampon véronal) 
a une mobilité légérement inférieure a celle d’une o,-globuline 
et: que.l’on peut estimer a°5.10—> cm? voli—t secs'. 

Peterman et Pappenheimer [17] pour leur préparation de toxine 
diphtérique (2170 UF/mgN) ont trouvé 4 pH = 7,35, 1/2 = 0,100, 
une mobilité de 4,9.10—> cm? volt— sec. 

La figure 3 montre les résultats obtenus dans une série ana- 
logue ot le sérum 906 a été remplacé par le produit résultant 
de l’épuisement du sérum 906 par la toxine T (sérum 906-anti T). 
On voit que le systeme [T (906-anti T)] ne donne plus de préci- 
pitation. L’épuisement est bien complet (dans la limite de détec- 
tion de la précipitation spécifique en gel). 
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La préparation M (toxine brute) donne la méme image que 
précédemment mais amputée d’une seule ligne. Cette expérience 
confirme lidentification précédente du constituant T dans le 
complexe M. 


La figure 4 est relative a l’expérience inverse. On remplace 


la préparation M par la préparation (M-T) obtenue en précipitant 
la toxine brute M par le sérum a une zone 341 bis. On peut 


Fic. 4. — Les préparations non colorées ont été photographiées 
apres deux semaines de séjour a 37° aprés_ 1'électrophorésec. 


constater la disparition de tout précipité dans le systéme [(M-T) ; 
sérum 341 bis]. 

Par contre, on note dans le systéme [(M-T); sérum 906] une 
ligne de faible intensité qui occupe une partie de la place de Ia 
ligne correspondant au couple (T ; anti T) dans le systeme (M : 
sérum 906). Cette ligne, qui a une position trés voisine de celle 
correspondant au couple (T ; anti T), n’est cependant pas centrée 
exactement sur le méme point de l’axe central. Elle est masquée 
dans le systeme complet (M ; sérum 906) par le couple (T ; anti T). 


Discussion. — L’appréciation de la pureté d’une protéine est 
fonction de la méthode de contrdle. ; 
Dans le cas des toxines en général et de la toxine diphtérique, 
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en particuher, on peut évaluer le degré de pureté par divers 
eritéres : 

1° L’augmentation de l’activité spécifique fournit une indication 
précieuse. La limite de précision des mesures de floculation pou- 
vant étre fixée A + 10 p. 100, toute augmentation d’activité spéci- 
fique au dela de cette limite est une indication d’augmentation 
de pureté. 

Voici Jes valeurs de quelques préparations : 


Pappenbéimerien ca tactto aes re ern ate erence 2170 UF/mg N 
Pillemetaicrars fo deers Sots eee oon 2 400-2 600 UF /mg N 
Pope seer dete aed wterercchee gs ars A eae weole eigeraleahsmeate ate eee 2 800-3 200 UF/mg N 
Raynatid-Rely veld ner smarter ese ww leiiitrerste 2 800-3 200 UF/mg N 


2° L’électrophorése libre permet d’affirmer le caractére hétéro- 
géne d’une préparation lorsqu’on constate la présence de plus 
d'un constituant. Elle ne fournit qu’un test de présomption de 
pureté, lorsqu’on n’observe qu'un seul constituant. Or, les pro- 
iéines qui accompagnent Ja toxine diphtérique 4 partir de prépa- 
rations a 2 000-2 400 UF/mg N ont certainement un comportement 
physico-chimique trés voisin de la toxine elle-méme. L’homo- 
généité électrophoréuque des préparations antérieures 4 la ndtre 
ne constitue done pas une preuve décisive de l’absence d’autres 
constituants. 

3° La précipitation spécifique en gel permet une analyse plus 
précise. On peut admettre que toute bande dans un systéme anti- 
géne-anticorps correspond 4 un constituant distinct. Les figures 
de dédoublement sont en général assez reconnaissables et appa- 
raissent dans des conditions particuliéres [48, 19]. 

La sensibilité-limite de ces méthodes peut étre déterminée par 
la concentration la plus faible de la protéine donnant avec son 
anticorps un précipité visible en milieu gélifié. 

Dans le cas de la toxine diphtérique, nous avons déterminé 
cette sensibilité-lmite. Elle correspond a une concentration de 
1,6 ug dazote protéique/ml (environ 5 UF/ml). 

En effectuant un test avec 1000 UF/ml d’une préparation a 
3 000 UF/mg N, si l’on ne détecte qu’une ligne, on peut affirmer 
que cette préparation contient moins de 1,5 yg d’azote d’impureteé, 
soit moins de 0,5 p. 100. 

La toxine que nous avons préparée contient un seul constituant 
antigénique décelable, soit, si l’on admet les résultats précédents, 
moins de 0,5 p. 100 d’impureté. 

Dans la technique Ouchterlony [20], le seuil de détection est plus 
élevé (environ trois fois plus), si l’on emploie des bassins distants 
de 1 a 2 cm, et la quantité limite de toxine diphtérique détectable 
est de 8 ug d’azote protéique environ (25 UF/ml). Elle peut étre 
ramenée a 1,5 wg d’azote protéique en rapprochant l’antigéne et 
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l’anticorps (bassins distants de 0,5 em) et en effectuant:la lecture 
a la loupe. Le méme seuil, soit 1,5 pg d’azote protéique, peut 
done étre admis pour l’immuno-électrophorése. 

Les progrés de la purification peuvent étre suivis par ces diffé- 
rents critéres. Pour les premiers stades, il y a une corrélation 
entre J’augmentation d’activité spécifique et la réduction du 
nombre des constituants. 


1 principal. 


Toxine a 2400 UP /mg N- 2.0.25... | 4 constituants : 
Pe 3 accessoires. 
Toxine 4 2600 UF/mg N non purifiée , 1 constituant principal. 
par chromatographie .............. 2 constituants accessoires. 
\ 1 constituant principal. 
Toxine a 2 800-3 200 UF/mg N ....... Constituants accessoires : 
( < 0,5 py 100. 


A partir du produit 4 2800 UF/mg N, les progrés de 1’élimina- 
tion des impuretés résiduelles ne peuvent plus étre suivis par ‘a 
détermination de Jactivité spécifique, mais seulement par la 
recherche des constituants décelables par précipitation spécifique 
en gel. 

Une préparation de toxine diphtérique 4 3 000 UF/mg N peut 
done ne contenir qu’un seul constituant antigénique ou deux 
autres constituants dont le total serait inférieur 4 0,5 p. 100 de 
la toxine. 

SUMMARY. 


A purified diphtheria toxin, the titer of which was 3000 UF 
per mg nitrogen, has been studied by immuno-electrophoresis. 
Two sera were used for the immunity test, one of them rich in 
diphtheria antibodies, the other only containing the precipitating 
antitoxin (one-zone serum). Different neutralising experiments : 
1° of complex serum by pure toxin, 2° of complex toxin by 
one-zone serum, have shown that only one constituent of the 
antigen or antibody mixture disappears in the course of each 
reaction. The prepared toxin causes precipitation with only one 
antibody of complex serum, and may be identified in the untreated 
original toxin by one-zone serum. 


Nous remercions M. J. Uriel qui a bien voulu effectuer les 
colorations des plaques a l’amidoschwarz et a |’azocarmin. 
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LEGENDE DE LA PLANCHE 


Mémes préparations que pour les figures 2, 3 et 4, 
mais photographiées deux semaines plus tard et colorées par l’amidoschwarz 
et l'azocermin [6]. 
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T. 90. M. RAYNAUD et G. A. WILLIAMS Jr. 
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MASSON ET 6°. EDITEURS 


ETUDE DE LA REACTION D’AGGLUTINATION 
DES GLOBULES ROUGES, SENSIBILISES 
PAR UN IMMUNSERUM, AU COURS DES RHUMATISMES 
INFLAMMATOIRES CHRONIQUES 


par A. EYQUEM, F. JACQUELINE et E. JOCHEM (*) 


(Laboratoire d’Hématologie et des Groupes Sanguins 
Institut Pasteur, 
et Hépital des Rhumatisants, Aix-les-Bains) 


Au cours des rhumatismes inflammatoires chroniques, et notam- 
ment de la polyarthrite chronique évolutive, apparaissent des 
anomales qui peuvent étre décelées a l’aide de techniques séro- 
logiques. 

L’une des techniques intéressantes fait intervenir lagylutina- 
tion, par le sérum du malade, de globules rouges sensibilisés par 
un immunsérum. Le plus couramment, on utilise des globules 
rouges de mouton sensibilisés par un immunsérum de lapin anti- 
mouton. D’autres systeémes peuvent convenir a la réaction [4]. - 

‘La réaction de Waaler-Rose permet la détermination du taux 
de l’activateur, c’est-a-dire du rapport des titres des agglutinines 
vis-a-vis de globules rouges sensibilisés et de globules rouges 
normaux. 

Les travaux de Rose [2] ont prouvé l’indépendance du facteur 
activateur et des hémagglutinines anti-mouton. Cette indépen- 
dance est a la base des techniques préconisées par Heller, 
Jacobson, Kolodny [{8, 4] d’une part, et Svartz et Schlossmann 
d’autre part [5, 6], qui utilisent le sérum dont les hétéro-hémag- 
glutinines ont été absorbées. Cette réaction fournit des valeurs 
assez élevées chez 70 a 90 p. 100 des malades atteints de poly- 
arthrite chronique évolutive, alors qu’on obtient des résultats 
négalifs au cours des autres syndromes rhumatismaux. 


TECHNIQUES ET METHODE D’ ETUDE. 


Nous avons antérieurement présenté les résultats obtenus 
4 Vexamen du sérum de malades atteints de rhumatismes inflam- 
matoires chroniques, évaluant le taux de l’activateur, sans 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 janvier 1956. 
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absorption préalable des hétéroagglutinines, et obtenu au cours 
des polyarthrites 40 p. 100 de réactions positives, en nous servant 
de sérum de cheval anti-mouton pour |’étude de 948 malades et 
du sérum de lapin anti-mouton pour l’examen de 150 autres [7, 81. 
Nous avons noté que le sérum de lapin anti-mouton fournissait 
des résultats plus satisfaisants que ceux obtenus a l’aide d’immun- 
sérum de cheval anti-mouton [9]. 


Nous avons suivi la technique proposée par Svartz et Schloss- 
mann en modifiant l’épreuve d’absorption du sérum des malades 
et surtout la lecture et l’interprétation des résultats. 


1° Les échantillons de sérum ont été conservés 42 — 12° et 
examinés en série, les divers échantillons successifs provenant d’un 
méme malade étant étudiés simultanément. 


2° L’absorption des hétéroagglutinines anti-mouton est réalisée 
aprés chauffage au bain-marie 4 56° C pendant trente minutes : 
0,7 ml a 1 ml de sérum est mis en contact avec 0,5 a 0,7 ml de 
culot de globules rouges de mouton. Ces globules rouges ont été 
lavés trois fois avec de l’eau physiologique. La derniére centri- 
fugation étant de vingt minutes a 1 800 tours. 


L’absorption des hémagglutinines se fait pendant soixante 
minutes au bain-marie a 37°C et une nuit a la glaciére a 4° C. 
Le sérum est décanté le lendemain matin et est examiné le méme 
jour avec un échantillon du sérum non absorbé, Il n’est qu’excep- 
tionnellement nécessaire de répéter cette épreuve d’absorption. 


L’absorption des hétéroagglutinines peut étre réalisée avec 
les globules rouges prélevés depuis moins de vingt-quatre heures 
a un mouton adulte quelconque. Pour exécuter les titrages, nous 
avons ulilisé les globules rouges prélevés toujours chez le méme 


animal trois 4 cing jours auparavant (Trou-Hia-Hsu, Wencke- 
bach). 


3° Les sérums anti-globules rouges de mouton, servant A la 
sensibilisation, ont été obtenus par immunisation de lapins, pen- 
dant deux a trois mois. Les meilleurs sérums possédent un faible 
titre agglutinant vis-a-vis de globules normaux, de 1/100 a 1/200, 
et un titre élevé, sous forme d’hémolysine, vis-a-vis de globules 
rouges normaux, ou d’agglutinines vis-a-vis de globules rouges 
papainés (1/2 000 a 1/6000). Ils sont donc caractérisés par une 
différence importante entre les deux titres. 


Il est indispensable d’effectuer périodiquement et surtout 
a chaque nouvel échantillon d’hétéro-immunsérum, des titrages 
des sérums positifs de titre connu, et négatifs vis-a-vis de glo- 
bules rouges sensibilisés 4 des doses différentes d’hétéro-immun- 
sérum. Les indications données par les différents auteurs, concer- 
nant la sensibilisation des globules rouges pour une dose équi- 
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valente au tiers ou au quart de la dose agglutinante, ou a 1 ou 
2 unités hémolytiques, n’ont done qu’une valeur relative et ne 
peuvent permettre de comparer les résultats des différents auteurs. 

4° La sensibilisation des globules rouges est réalisée en ajou- 
tant un volume égal d’immunsérum dilué au tiers de la dose 
agglutinante, 4 une suspension 4 1 p, 100 de globules rouges 
(provenant d’un culot globulaire lavé trois fois, centrifugé la 
derniére fois pendant vingt minutes a 1800 tours/minute). 

Aprés agitation, le mélange est placé pendant une heure 
a 37° C, Tous les résultats présentés. ci-dessous ont été obtenus 
a Vaide du méme échantillon d’immunsérum. 


5° La réaction d’agglulination est réalisée en mettant en contact 
la suspension de globules rouges sensibilisés avec des dilutions 
successives du sérum des malades. Pour chaque malade, on 
a examiné 4 échantillons de sérum dilué de 1/2 a 1/8 000 a raison 
de 0,2 ml dans chaque tube avec 0,2 ml de la suspension de glo- 
bules rouges a 0,5 p. 100. 

On a ainsi étudié deux échantillons par la réaction utilisant 
le sérum absorbé : 


a) Le sérum décomplémenté, absorbé a Vaide de globules 
rouges normaux, titré vis-a-vis de globules rouges sensibilisés 
avec le tiers de la dose agglutinante (facteur activateur). 

b) Dans certains cas, le sérum décomplémenté absorbé 4 Vaide 
de globules rouges normaux, titré vis-a-vis de globules rouges 
sensibilisés avec 1/4 de la dose agglutinante. : 

Chaque série comprend, en plus des sérums a examiner, les 
tubes contenant un sérum témoin absorbé fortement positif, de 
titre connu et un sérum neégatif (dilutions de 1/2 jusqu’a 
1/8 000), un tube témoin pour les globules rouges normaux et 
sensibilisés, sans sérum de malade. De plus, pour chaque sérum 
absorbé examiné, on vérifie l’absorption des agglutinines anti- 
mouton en ajoutant 0,2 ml de globules rouges normaux 
4 0,5 p. 100 + 0,2 ml de sérum absorbé dilué au 1/2. 

6° La lecture de la réaction est faite aprés quatorze heures. de 
contact a la glaciére a 4° C et vingt minutes a la température du 
laboratoire, sans centrifugation, a l’aide d’un miroir concave, 
en agitant légérement les tubes. Le titre du sérum est donné par 
la dilution donnant de fins agglutinats globulaires visibles au 
miroir concave. Le résultat n’est valable que si l’absorption des 
hétéro-hémagglutinines est complete et si les tubes témoins ne 
présentent pas d’agglutination. at 

Nous avons considéré comme positives les réactions d’agglu- 
tination obtenues avec le sérum A examiner a la dilution de 1/48 
et plus. Cette limite d’agglutination permet de fixer la valeur de 
Vactivateur a 48. 
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Nous avons examiné le sérum de 419 malades parmi lesquels 
397 présentaient divers types de rhumatismes inflammatoires 
chroniques (tableau I). Nous avons étudié : 


a) Polyarthrite chronique évolutive (298 cas) avec 54,4 p. 100 
de résultats positifs. La réaction d’ agglutination n’est positive 
qu’aprés une certaine durée d’évolution (douze mois en moyenne), 
méme lorsque les manifestations inflammatoires sont intenses. 
L’intensité de celles-ci influence, & partir de la deuxiéme année 
d’évolution, le titre de la réaction. 


Tastrau I. — Résultats de la réaction d’agglutination des globules 
rouges sensibilisés de mouton, aprés absorption du sérum de 
malades atteints de divers types de rhumatisme inflammatoire 
ou d’affections diverses. 


EUR DE UACTIVATEUR 
NOMBRE Mis g 


SERUMS DE MALADES ATTEINTS DE 


NEGATIF POSiHiedEe 


TOTAL 64 96 128 192 256 384 512 768 1024 1536 2048 30724096 


POLYARTHRITE 15 24 24 
” v 70 |4 619) 6.43)|eue 
” CAS INFANTILES 2 ie 


SPONDYLARTHRITE Set g 


Sans manif. periph. actuelles 48 2 1 6 13: 6 2 3 1 1 ’ 
avec oo” Ld 2, 27 tr 626 2555 1 

PANARTHRITE 3 Pat be 8) 

GOUTTE POLYARTICULAIRE 13 7 gba 2 u 

PSORIASIS et RHUMAT. INFLAMM. 8 tvs 2 3 1 


RHUMATISME ARTICULAIRE AIGU " 


ARTHROSE W 


Il est important de noter que la réaction peut étre positive, 
méme dans le cas de malades dont la vitesse de sédimentation est 
normale, bien quils présentent des signes inflammatoires cli- 
niques (tableau II). Le pourcentage des réactions positives est 
le méme chez l’-homme et chez la femme. Nous obtenons un pour- 
centage identique chez les malades qui ont présenté une angine 
au début de affection ou lors de poussées évolutives de la 
maladie, et chez ceux qui n’ont pas d’antécédents infectieux. 1 
n’y a pas de corrélation directe entre lamaigrissement, la fiévre 
et l’intensité de la réaction. 


b) Spondylarthrite ankylosante (75 cas). Nous avons obtenu 
72 réactions négatives. Cependant, 27 malades présentaient .une 
atteinte du rachis et des articulations des membres. Parmi les 
48 malades qui n’avaient que des manifestations rachidiennes, 


présentaient une réaction positive, mais 2 d’entre eux avaient 
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une atteinte hépatique pré-cirrhotique et le troisitme une tuber- 
culose pulmonaire avec épanchement pleural; ces affections 
peuvent étre rendues responsables de cette anomalie sérologique, 


ainsi qu’on peut le conclure d’aprés les résultats obtenus par 
Harter et Dickgiesser [40]. 


TaBLeau ll. — Répartition des résultats de la réaction d’agglutina- 
tion des globules rouges sensibilisés de mouton, aprés absorp- 
tion du sérum en fonction de la vitesse de sédimentation (M. de 
Westergreen) et de l’intensité des manifestations inflammatoires. 


VITESSE DE NOMBRE VALEUR DE L'ACTIVATEUR 
SEDIMENTATION DE CAS NEGATI F<32] DOUTEUX:48 POSITI F<256 POSITI F >384 


— 8mm 


avec desacc clin. nef 


avec desacc. clin. leger 


9-20mm 
avec desacc. clin, met 


avec desacc.clinleger 


c) Goutte polyarticulaire. Sur 13 malades examinés un seul 
a une réaction positive (256), mais il s’agit d’un cirrhotique. 

d) Psoriasis accompagné de manifestations articulaires inflam- 
matoires (8 cas). Un seul malade a une réaction positive (1536), 
mais il s’agit en fait de la coexistence d’une polyarthrite typique 
et d’un psoriasis. 

e) Rhumatisme articulaire. Aucun des 11 malades examinés ne 
présente de réaction positive. 

f) Arthrose (11 cas). Les malades examinés présentaient tous 
des réactions négatives. 


Nous comparerons ultérieurement la valeur de ces résultats et 
de ceux obtenus par agglutination de globules tannés et sensi- 
bilisés a l'aide de fractions sériques. 


Resume. 


L’étude de 419 malades atteints de rhumatismes inflammatoires 
chroniques ou d’autres affections articulaires a permis d’observer 
54,4 p. 100 de réactions positives sur 298 cas de polyarthrites 
chroniques évolulives. 
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La positivité de cette réaction sérologique apparait en général 
aprés douze mois d’évolution de la maladie. 

Cette réaction est en régle négative au cours de la spondyl- 
arthrite ankylosante, de la goutte, du rhumatisme psoriasique. 
Dans les cas ot elle est positive, elle est attribuable a une affec- 
tion associée. 

Ce facteur sérologique apparaissant au cours de Ja polyarthrite 
chronique évolutive peut étre considéré comme’ un témoin des 
processus d’auto-immunisation. 


SUMMARY. 


The study of 419 patients affected with chronic inflammatory 
rheumatism or other articular diseases has shown 54.4 °%/, positive 
reactions in 298 cases of rheumatoid arthritis. 

The reaction is generally positive 12 months after the onset of 
the illness. It is usually negative in the course of ankylosing 
spondylitis, gout, psoriasic rheumatism; when it 1s positive, :t 
can be attributed to an associated infection. 

This serological factor appearing in the course of rheumatoid 
arthritis can be considered as a manifestation of auto-immuni- 
zation. 
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DETECTION 
D'ANTICORPS INCOMPLETS ANTILEUCOCYTAIRES 


par V. REJHOLEC, L. DONNER et M. REPIC-SLECHTA (’). 


(Institut de Recherches des Maladies Rhumatismales 
et de la II® Clinique de Maladies Internes, 
Université Charles, Prague) 


La présence d’anticorps antileucocytaires a été démontrée dans 
certaines leucopénies et agranulocytoses de méme que chez un 
certain nombre de polytransfusés et dans quelques cas de leu- 
cémies myéloides. On présume que ces anticorps doivent leur 
origine & un mécanisme d’auto-immunisation ou d’iso-immunisa- 
tion et qu’une certaine importance pathogénique leur appartient 
de ce chef [4]. Or, pour établir la démonstration sus-indiquée, on 
ne se servait jusqu’ici que des procédés visant a déceler soit 
les anticorps pluripolaires, tels les agglutinines (technique de 
Dausset [2] ou de Moeschlin [8], soit la technique de Seligman et 
coll. [4]. Cependant les cas ott ces méthodes donnent des résultats 
positifs sont relativement rares. La démonstration échoue chez 
toute une série de sujets souffrant de maladies dont l’origine et 
le cours font pourtant songer 4 une pathogénie immunologique. 

L’attention se porta alors, méme pour les maladies des globules 
blancs du sang, sur les anticorps incomplets, comme ce fut le 
cas pour d’autres maladies immuno-hématologiques quand les 
méthodes traditionnelles ne donnaient pas de résultats. Maints 
auteurs, et Moeschlin [5] en premier lieu, tentérent d’élaborer 
une méthode de détection d’anticorps incomplets antileucocy- 
taires, mais un succes complet n’a pas encore été atteint. La 
démonstration directe d’anticorps incomplets se heurte surtout 
a la tendance spontanée des leucocytes a s’agglutiner dés qu’ils 
sont lavés et dépourvus de milieu albuminoide. Steffen [6, 7] 
a publié en 1955 une méthode indirecte pour déceler les anticorps 
incomplets contre les antigénes tissulaires et l’a méme appliquée 
a la démonstration des anticorps dirigés contre les leucocytes [8]. 
Sa méthode repose sur le principe de l’absorption du sérum anti- 
globulinique de Coombs, dont la puissance est déterminée de 
facon précise par l’antigéne tissulaire ou leucocytaire, sensibilisé 
par le sérum du patient examiné. Il estime que, si les anticorps 
incomplets sont présents et s’ils viennent a se fixer 4 antigéne, 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 janvier 1956. 
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le titre du sérum de Coombs doit logiquement s’abaisser ; sils 
sont absents, le titre ne doit pas changer. Steffen détermine !c 
titre du sérum antiglobulinique a l’aide de globules rouges 
humains sensibilisés par le sérum anti-Rh incomplet. 

Au moment de la parution du travail de Steffen nous employions 
déja dans nos épreuves leucocytaires une méthode dont le point 
de départ est identique au sien, mais qui en différe par certains 
détails, notamment par le mode d’appréciation du titre final du 
sérum de Coombs. 


(CCHOIX DES MALADES ET METHODES APPLIQUEES. 


Choiz des malades: Au total, 60 sujets ont été examinés, 
plusieurs d’entre eux a plusieurs reprises. De cet ensemble, 
17 patients présentaient une leucopénie ou une agranulocytose, 
a différents stades de ces maladies. I] s’agissait, pour la plupart, 
d’agranulocytoses au pyramidon ou consécutives a la chrysothé- 
rapie, a Virradiation aux rayons X, ou enfin d’origine obscure, 
ou l’action d’un composant immunologique dans la pathogénie 
pouvait étre sowpconnée. Neuf sujets étaient atteints de leu- 
cémie myéloide chronique et 8 d’autres maladies du sang, comme 
la pancytopénie aplastique, la polycythémie, le plasmocytome, 
Vanémie hémolytique et l’anémie ostéosclérotique. Enfin, 6 sujets 
étaient atteints de différentes maladies internes sans altérations 
de ’hémogramme. Le groupe de témoins comportait 20 sujets 
normaux, pris dans le personnel sanitaire. Les 7 malades qui 
avaient recu plus de 8 transfusions furent évalués encore comme 
un groupe spécial. Ils souffraient pour la plupart de leucémie 
myéloide chronique. Le diagnostic clinique avait été établi 
conformément aux régles standardisées. 

L’épreuve d’agglutination leucocytaire : La présence de Jeuco- 
agglutinines a été démontrée par la méthode mise au point par 
Dausset, [2]. 

La démonstration d’anticorps incomplets : 

1° (L’isolement des leucocytes aux fins de la sensibilisation et 
de l’absorption est fait par la technique courante. On emploie 
du sang veineux hépariné et on en accélére la sédimentation par 
du polyvinyl pyrrolidone (Subtosan Specia). On se sert habi- 
tuellement de leucocytes mélangés de plusieurs donneurs de sang 
du groupe sanguin O. ‘Les leucocytes de sujets atteints de leu- 
cémie myéloide appartenant au groupe sanguin O conviennent 
également. Un mélange de leucocytes isolés est lavé trois fois 
dans une abondante solution de Ringer et sert, en état concentré, 
comme suspension de réserve. A la température de + 4° C, cette 
suspension reste ulilisable pendant quarante-huit heures. 

2° La sensibilisation des leucocytes : avant l’épreuve elle-méme : 
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les leucocytes lavés sont dilués pour oe une suspension de 
Ja densité du lait, conforme a peu prés au 5-6 degré de l’échelle 
densimétrique de McFarland. La suspension est. homogénéisée 
avec un agitateur électrique pour faire disparaitre les apelutinats 
macroscopiques. L’agglutination microscopique ne peut pas étre 
éhminée ainsi, mais elle ne présente pas d’inconvénients. Une 
quantité de 0,3 ml de suspension leucocytaire est pipetée dans 
chacun des tubes a essai sérologiques préparés, dont le nombre 
est le double de celui des prélévements & examiner. Les tubes 
sont centrifugés pendant cinq minutes a 2000 t/min. et la solu- 
tion surnageante est décantée. 

Une quantité de 0,3 ml de chaque sérum a examiner, prove- 
nant de sang veimeux, est ajoutée au culot leucocytaire, chaque 
spécimen toujours dans deux tubes. Il est de rigueur de tester 
simultanément avec le sérum d’un malade toujours au moins 
deux sérums prélevés sur des sujets normaux, qui doivent étre 
traités identiquement. De plus, on ajoute dans les deux autres 
tubes contenant le culot leucocytaire, de la solution physiologique 
au leu de sérum. 

Tous les tubes sont ensuite fortement agités pour forcer les 
leucocytes sédimentés a se disperser autant que possible. Les 
deux tubes de chaque prélévement, obtenu soit d’un malade soit 
d’un témoin, sont maintenant incubés pendant une heure, lun 
a + 37°C et autre a + 4° C. La sensibilisation terminée, tous 
les tubes sont centrifugés pendant cing minutes a 2500 t/min, 
aprés quoi le sérum surnageant est décanté délicatement. ‘Le 
sédiment leucocytaire est soumis finalement 4 un triple lavage 
dans une quantité abondante de solution de Ringer. Aprés le 
dernier lavage et une nouvelle centrifugation la solution de 
Ringer est décantée. 

3° Le sérum antiglobulinique de Coombs est préparé par 
immunisation de lapins par un mélange a quantités égales d’huile 
de paraffine, de lanoline et de sérum humain prélevé sur des 
sujets normaux de groupe sanguin O, 4 un volume total de 1 ml. 
Un titre suffisant est atteimt normalement aprés trois a cing 
semaines, aprés quoi on continue d’immuniser le méme animal. 
Le sérum est obtenu par ponction cardiaque. Le titre du sérum 
antiglobulinique est déterminé par Vagglutination de particules 
de collodion dans la modification Wagner et Rejholec [9], mais la 
modification Lange [40] convient aussi bien. Les particules de 
collodion sont sensibilisés par le sérum humain du groupe O, 
dilué a 1:80, pendant une heure. Le sérum antiglobulinique 
examiné est dilué en progression géométrique commengant par 
1:1 dans des tubes glee ies dont chacun contient 0,3 ml. 
Dans chaque tube on ajoute 0,3 ml de collodion sensibilisé. 

Apres incubation d’une heure a la température du laboratoire 
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et aprés deux minutes de centrifugation a 1500 t/min, la réac- 
tion est lue macroscopiquement sous lumiére oblique. L’agglu- 
tination, effectuée de maniére précise, montre un passage tres 
abrupt des résultats positifs aux négalifs. 

Apres ce titrage de base le sérum examiné est dilué au degré 
maximum de 1: 128. Ordinairement il faut augmenter la dilution 
deux a huit fois. Pour la mise en ceuvre de l’agglutination 
collodiale il est indispensable d’effectuer des contréles positifs et 
négatifs convenables. 

4° L’absorption du sérum antiglobulinique par les leucocytes 
sensibilisés : une quantité de 0,4 ml du sérum antiglobulinique 
dilué au titre maximum de 1: 128 est ajoutée dans chaque tube 
aux leucocytes sédimentés, que ceux-ci aient été sensibilisés par 
les sérums des malades ou des témoins ou traités seulement par 
la solution physiologique. Le sédiment leucocytaire est dispersé 
par une forte agitation, aprés quoi les tubes sont laissés pendant 
une heure a la température du laboratoire. Pendant cette période, 
ils sont agités toutes les quinze minutes. L’absorption terminée, 
les leucocytes sont séparés par une centrifugation de huit minutes 
4a 3.000 t/min. ‘Le sérum antiglobulinique est maintenant décanté 
et on procéde a son titrage final. 

5° ‘Le sérum antiglobulinique absorbé est dilué en progression 
géométrique de 1: 2 jusqu’a 1:128 dans 7 tubes sérologiques. 
Dans chaque tube gui contient 0,3 ml d’une dilution on ajoute 
0,3 ml de collodion sensibilisé. ‘Les dilutions finales vont done 
de 1:4 4a 1:256. Les résultats sont lus aprés incubation d’une 
heure et une courte centrifugation. 

Le sérum antiglobulinique absorbé par les leucocytes lavés non 
sensibilisés ou bien sensibilisés par un sérum normal ne perd 
pratiquement rien de sa puissance tandis que l’absorption par 
les leucocytes sensibilisés par le sérum d’un malade leucopé- 
nique peut abaisser son titre de maniére décisive (tableau I). 

Comme on le voit, lobjet d’évaluation dans le schéma_pré 


TasLeau I. 
Mise en évidence des anticorps incomplets antileucocytaires. 


SERUM ANTIGLOBULINIQUE 


Non-absorbé 
Absorbé par leucocytes non 


sensibilisés O +44 
Absorbé par leucocytes sensi- 

bilisés par sérum normal.|++-+ 
Absorbé par leucocytes sen- 

sibilisés par sérum leuco- 

pénique 
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cédent est la diminution relative de la puissance du sérum de 
Coombs. Nous avons considéré comme positifs ceux des tests 
seulement ot le titre a baissé au moins de 2 dilutions par compa- 
raison avec les témoins. 


R&SULTATS. 


Les résultats de la recherche des leuco-agglutinines et des anti- 
corps incomplets sensibilisés aux températures de +4°C et de 
+ 387°'C sont récapitulés au tableau II, séparément pour les 
différents groupes de malades. La ot un nombre suffisamment 
élevé des cas testés le permettait, l’évaluation en pourcentage est 
ajoutée. 


Tasreau II. — Résultats de la recherche des anticorps antileuco-: 
cytaires chez les différents groupes des malades et chez les 
témoins. 


ANTICORPS INCOMPLETS 
AGGLUTININES 


DIAGNOSTIC 


n 
a 
iS) 
rs 
i=) 
S 
a 
= 
° 
Z 


Nombre + 
Nombre + 


Leucopénies et agranulocy- 


Autres maladies du sang . . 
Plus de 8 transfusions . . . 
Groupe de témoins. .. . 


Dans le groupe des maladies du sang, les anticorps incomplets 
ont été décelés chez une malade atteinte de béta-plasmocytome. 
Dans le groupe de sujets ayant recu plus de 8 transfusions, les 
anticorps incomplets ont été trouvés chez 4 malades souffrant de 
leucémie myéloide et chez une malade atteinte de colite ulcéreuse. 
Le cas positif de leuco-agglutination dans le groupe des. poly- 
transfusés est identique au seul cas positif dans le groupe de 
leucémies myéloides. 

Dans nos tests, la diminution moyenne de la puissance du 
sérum antiglobulinique aprés absorption a été, dans le groupe 
des leucémies et des agranulocytoses et a une température de 
sensibilisation de +37° C, de prés de 3 de dilution (exactement 
de — 2,8), la dimintion maxima étant de 6. Dans les tests ou 
la sensibilisation se faisait 4 +4° C, cette diminution était substan- 


708 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


tiellement plus faible et, en méme temps, le nombre de cas positifs 
était moindre. 

Dans le groupe des leucémies myéloides chroniques, le nombre 
de cas positifs était relativement important pour la sensibilisation 
4 + 87°C et la baisse moyenne était de 2,4 de dilution, avec 
baisse maxima de 5. D’autre part, les anticorps incomplets n’ont 
pas été révélés du tout dans ce groupe aprés sensibilisation 
a froid (+ 4° :C). Les témoins étaient uniformément négatifs. 

Dans les cas d’inhibitions hématopoiétiques, nous avons pu 
constater une dépendance de la formation des anticorps incom- 
plets du nombre des leucocytes. En revanche, les résultats 
positifs dans les autres groupes ne font apparaitre aucune inter- 
dépendance de ce genre. 


Discussion. 


Le point de départ de la méthode indirecte de détection des 
anticorps incomplets est Vhypothése que ces anticorps sont de 
nature globulinique et que leur présence a la surface des leuco- 
cytes apres la sensibilisation diminue le titre du sérum anti- 
globulinique absorbé. L’exactitude de cette hypothése est sou- 
tenue par la variabilité extréme de cette diminution qui, dans 
certains cas, peut atteindre 6 sur une échelle qui n’en compte 
que 7 tandis que, dans d’autres cas, elle est nulle. Parce que le 
sédiment leucocytaire a été de méme provenance dans tous les 
tests, cette part de la diminution qui pourrait étre attribuée au 
composant globulinique de la cellule leucocytaire devrait forcé- 
ment étre la méme partout. Du reste, nous avons pu nous rendre 
compte que cette part de la diminution est insignifiante et qu’elle 
ne dépasse jamais 1 de l’échelle de titrage. 

Des essais ont été faits aussi avec le sérum de Coombs obtenu 
par immunisation de lapins avec de la gamma-globuline humaine 
pure. Or les résultats des essais avec ce sérum ent été incompa- 
rablement moins satisfaisants ou ont méme échappé a une éva. 
luation quelconque, tandis qu’un sérum plus polyvalent, obtenu 
par immunisation avec un complexe albumineux plus ample, 
a donné des résultats clairs. 

De méme, lors des épreuves avec les différentes méthodes de 
litrage final du sérum de Coombs, celles de ces méthodes qui 
utisent comme antigéne le sérum humain complet se sont mon- 
trées plus appropriées que les méthodes utilisant une fraction 
globulinique étroite. Dans cet ordre d’idées, la méthode de 
Steffen, titrant la puissance du sérum antiglobulinique contre les 
érythrocytes sensibilisés par le sérum anti-Rh monovalent, a pro- 
duit dans nos essais des résultats manifestement moins distincts. 
Ce qui importe donc, c’est d’utiliser un sérum de Coombs possé- 
dant une ampleur d’action suffisante. 
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L’hypothése s’impose, que les anticorps anti-leucocytes, et 
en premier lieu ceux du type incomplet, ne sont pas, quant a leur 
structure chimique, identiques aux anticorps anti-Rh, et on peut 
méme supposer qu’en partie au moins ils ne sont pas de la 
gamma-globuline ; Mollison [44] y a déja fait allusion. 

‘La diminution de la puissance du sérum antiglobulinique a été 
d’ordinaire plus marquée quand la sensibilisation des leucocytes 
a été faite 4 la température de + 37° C. Les anticorps anti- 
leucocytes ne sont donc évidemment pas, au moins dans leur 
plus grande part, du type froid. Nous avons pu constater de plus 
quwils sont thermostables 4 +56° C pendant trente minutes. IIs 
n’ont done pas besoin des fractions thermolabiles du sérum pour 
se fixer. Leur effet in vitro n’est méme pas supprimé par une 
conservation prolongée du sérum a + 4°C ou a — 80°C. Ils 
possédent la méme affinité pour les leucocytes de sujets normaux 
que pour les leucocytes de malades atteints de leucémie myéloide. 
Nous n’avons relevé aucun rapport non plus avec les groupes 
sanguins leucocytaires. Les anticorps anti-leucocytes sont mani- 
festement de type globulinique, méme si leur composition 
chimique n’est pas toujours exactement connue. 

‘Chez la plupart des malades, ot la présence des anticorps 
a été démontrée, leur origine est due, selon toute apparence, 
a un mécanisme d’auto-immunisation. Mais le taux élevé des 
résultats positifs chez les polytransfusés indique aussi la possibi- 
liié d’une origine d’iso-immunisation, comme Dausset l’avait déja 
signalé [42]. : 

En attendant que les recherches 4 venir éclairent la question, ‘1 
faul avouer que la signification pathogénique de la présence et du 
comportement de ces anticorps dans les maladies caractlérisées par 
Vinhibition médullaire, dans les leucémies. myéloides et chez les 
polytransfusés, reste incertaine. 


Resume. 


Ia présence d’anticorps anti-leucocytaires a été étudiée chez des 
malades dont 17 étaient atteints d’agranulocytose ou de leuco- 
pénie, 9 de leucémie myéloide, 8 de différentes maladies du sang, 
ainsi que chez 20 sujets normaux. On a employé aussi bien la 
technique directe de leuco-agglutination mise au point par 
Dausset qu’une méthode indirecte qui a consisté dans l’abais- 
sement relatif de la puissance du sérum anti-globulinique au 
moyen de son absorption par les leucocytes sensibilisés par le 
sérum du sujet examiné. Pour le titrage du sérum antiglobuli- 
nique, l’agglutination au collodion s’est montrée la plus. satis- 
faisante. 

La méthode indirecte vise, dans la pensée des auteurs et par 


Annales de VInstitut Pasteur, t. 90, n° 6, 1956. 47 


710 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


sa base théorique, a déceler les anticorps incomplets. Elle donne 
un pourcentage de résultats positifs substantiellement plus élevé 
que la méthode directe de leuco-agglutination et ces résultats ont 
un certain rapport avec le tableau clinique. Le plus grand pour- 
centage de résultats positifs a été relevé chez les malades atteints 
d’agranulocytose ou de leucopénie secondaire. 

Les questions ayant rapport a la structure chimique de ces anti- 
corps et a la signification pathogénique des résultats obtenus sont 
discutées. 


SUMMARY. 


The presence of anti-leucocytic antibodies has been studied in 
patients, 17 of which were affected by agranulocytosis or by 
leucopenia, 9 by myeloid leukaemia, 8 by different blood diseases, 
as well as in normal subjects. The direct leuco-agglutination 
technique devised by Dausset was utilized as well as the indi- 
rect method consisting of the relative lowering of the strength 
of the anti-globulinic serum by means of its absorption by the 
sensitized leucocytes of the patient’s serum examined. For the 
titration of the antiglobulinic serum, the collodion agglutination 
has proved to be more satisfactory. 

In the opinion of the authors and from its theoretical basis, 
the indirect method aims at revealing the incomplete antibodies. 
The percentage of positive results obtained is substantially higher 
than by the direct leuco-agglutination method and these results 
have a certain relationship with the clinical picture. The greatest 
percentage of positive results has been obtained from patients 
affected with agranulocytosis or with secondary leucopenia. 

The questions related to the chemical structure of the anti- 


bodies and the pathogenic signification of the results obtained 
are discussed. 
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RECHERCHES SUR LES PROLYSINES 
Il. — LE CAS GENERAL DE LA SYNTHESE DES PROLYSINES 


par Joseph HUPPERT et Jacoues PANIJEL (Gates) 


(Institut de Recherches sur le Cancer. 
Service de Physiologie bactérienne) 


Dans un précédent mémoire [4], nous avons étudié le mode 
d’action de la prolysine Fez et certaines conditions de sa produc- 
tion. Dans la perspective ot se plagait l’école de d’Hérelle, un 
tel phénoméne procurait un élément important de démonstration 
dans le débat institué a l’époque : celui de la nature « vivante » 
ou « non vivante » du bactériophage. Aussi bien s’agissait-il de 
montrer que la substance responsable était essentiellement carac- 
téristique du phage dont elle apparaissait comme un enzyme spé- 
cifique. C’est selon cet ordre de préoccupations que Sertic [5, 6] 
et Boulgakov [4] se sont appliqués a prouver qu’il existait d’autres 
espéces « lysinogénes » que le phage Fcz et méme d’autres 
systémes bactéries-phages ou se retrouvait le méme phénoméne, 
et que les substances ainsi produites étaient toutes différentes : 
notamment, les substances produites par différents phages sur une 
méme bactérie E. coli Fb différent entre elles par de nombreux 
caractéres physico-chimiques : particuliérement, la thermosensi- 
bilité et la diffusibilité dans la gélose. A la limite, d’ailleurs, ces 
auteurs en venaient a reconnaitre l’existence de phages « ne 
produisant pas de lysine », pour les opposer aux phages produc- 
teurs, attribuant 4 cette opposition une valeur de classification : 
ainsi des phages tels que XXIXa et LIII a actifs sur E. coli Fb 
étaient considérés comme « non-lysinogénes ». 

De fait, cette perspective était commandée par des considé- 
rations purement descriptives (la présence ou l’absence de 
« zones de lysine » a la surface des boites de gélose) qui négli- 
geaient toute une série de facteurs essentiels : l’absence de « zone 
de lysine » peut étre due, en effet, a l’existence de divers obstacles 
physico-chimiques s’opposant, soit a la diffusion, soit 4 la conser- 
vation de la substance. Au surplus, il faut encore tenir compte 
de la « réponse » éventuelle de l’organisme sensible, qui peut 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 janvier 1956. 
(**) Adresse actuelle : Institut Pasteur, Paris. 
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ne pas se traduire par une transformation antigénique permettant 
lobservation des dites « zones de lysine ». 

Nous avons d’ailleurs montré qu'il ne fallait pas confondre les 
conditions de production et les conditions d’action de la proly- 
sine Fez. C’est dire qu’une recherche se proposant d’examiner 
le degré de généralité du phénoméne de production devait reposer 
sur un effet trés général, tel que celui que nous avons pu mettre 
en évidence sur la poudre acétonique de bactéries ot, rappelons-le, 
n’intervient pas de limitation relative 4 l’espéce bactérienne. 

Nous avons donc entrepris de rechercher systématiquement la 
présence des prolysines en milieu liquide et ce, non pas seule- 
ment sur £. coli Fb, mais sur d’autres souches, lysogénes ou non. 
Les précautions 4 prendre dans cette recherche nous étaient dictées 
par les résultats obtenus dans le cas du phage Fez, précautions 
concernant aussi bien la préparation des lysats que la pratique du 
dosage sur la poudre acétonique de bactéries. 


I. — MULTIPLICITE DES PROLYSINES. 


1° MarérieL Ev mMETHODEsS. — Les méthodes utilisées ont été 
décrites dans le précédent mémoire. Mais, pour toutes les expé- 
riences exposées ici, nous avons étendu nos observations a 
de nombreuses souches de bactéries et de phages autres que 
FE. coli Fb et. que Fez. 


2° PREPARATION DES Lysats. — Les lysats doivent étre préparés 
en utilisant au départ des multiplicités d’infection relativement 
élevées puisque, sans donner a cette relation une valeur d’inter- 
prétation, il est logique d’admettre que la production de prolysine 
sera d’autant plus grande que le pourcentage de bactéries infec- 
tées sera plus élevé. De plus, il faut éviter les incubations 
prolongées a 387°, car elles risquent d’inactiver les prolysines 
thermosensibles. Enfin, il convient d’utiliser comme milieux de 
culture et d’infection ceux qui sont les plus favorables a la conser- 
vation des prolysines: bouillon ou milieu 70 (et lorsque cela 
est compatible avec une bonne croissance bactérienne, milieu 70 
a5 p. 100 de glycérine). 

Enfin, et ce point est le plus important, lorsqu’aprés une durée 
d’ incubation qui ne doit pas excéder quatre heures a 387° (bien 
entendu, si l’infection en milieu liquide aboutit 4 une lyse spec- 
taculaire en un temps plus court — et c’est le cas pour la plupart 
des phages virulents, notamment les mutants rapides —, on arré- 
tera lincubation au temps de lyse) on aura prélevé le milieu de 
culture pour le débarrasser des bactéries et débris bactériens qui 
s’y trouvent, il conviendra d’éviter la filtration sur bougies Cham- 
berland : en effet, méme aprés saturation des surfaces poreuses 
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de celles-ci par de grandes quantités de bouillon, un pourcentage 
important de la prolysine est adsorbé pendant la filtration. C’est 
done par centrifugation prolongée a grande vitesse (trente minutes 
a 38 000 g par exemple) qu’on purifiera la préparation. Le surna- 
geant de centrifugation contiendra alors la prolysine qui reste 
totalement insédimentée, alors que, au contraire, le phage sédi- 
mente déja notablement dans ces conditions de centrifugation. 
Ajoutons ici que, comme nous l’avons montré précédemment, la 
prolysine est de fagon générale trés aisément adsorbable : c’est 
dire que les types de filtres qui adsorbent le phage (filtres 
Seitz, etc.) adsorbent toujours, et avec une plus grande efficacité, 
la prolvsine présente dans le lysat. 


3° GENERALITE DU PHENOMENE DE PRODUCTION DES PROLYSINES. — 
Si l’on observe les précautions que nous venons d’indiquer et 
quon prend soin en outre de saturer toute la verrerie par du 
bouillon comme nous l’avons signalé précédemment [4], il devient 
aisé de mettre en évidence la prolysine produite méme en faible 
quantité dans les cultures bactériennes infectées. On constate alors 
que, dans tous les cas, soit par infection, soit par induction 
lorsqu’il s’agit de bactéries lysogénes, la production de phages 
dans une culture s’accompagne de la production de prolysine. 

Pour des raisons de commodité, nous avons surtout étudié les 
prolysines des phages de la série T et du phage tempéré 4. Nous 
avons ainsi observé que, dans les cas les plus défavorables, il suffit 
de 5.10’ bactéries infectées ou induites pour obtenir une produc- 
tion de prolysine donnant un pourcentage de lyse sur la poudre 
acétonique de l’ordre de 15 p. 100. Nous réservons pour d’autres 
recherches l’étude systématique de la production comparée de 
prolysine par les différents phages T. Nous pouvons cependant 
indiquer dés maintenant que les phages pairs et le T5 produisent 
plus de substance que les autres phages impairs et que, contrai- 
rement a ce qui se passe pour le phage Fez, le bouillon est plus 
favorable A la production de prolysine par les phages T que Je 
milieu 70, méme additionné de glycérine. 

On peut donc considérer que l’absence de « zone de lysine » au 
sens de Sertic (loc. cit.) sur les boites de gélose ne signifie nulle- 
ment, contrairement a l’opinion de cet auteur, qu'il n’y ait pas 
production de prolysine. Mais deux circonstances interviennent 
pour permettre ou non d’obtenir de telles zones : d’une part, la 
quantité de prolysine synthétisée ; d’autre part, la sensibilité des 
bactéries vivantes a la prolysine produite. 

En ce qui concerne le premier point, il apparait que la produc- 
tion de substance, lors d’une infection par un phage tel que Fcz 
(qui donne des « zones de lysine »), est plusieurs fois supérieure 
a ce qu’elle est lors de Vinfection par un phage de la série ‘| 
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(qui ne donne pas de « zone de lysine ») : ceci sans doute peut 
tenir a la différence des souches bactériennes sensibles, E. coli Fb 
dans le premier cas, FE. coli B dans le second cas. Mais le fait 
que deux phages différents peuvent donner des quantités diffé- 
rentes de prolysine sur une méme bactérie (par exemple, T7 et 
T4 sur E. coli B, Lilla et Fez sur E. coli Fb) indique bien !a 
valeur spécifique du rdle joué par le phage a cette occasion. 
Or, on observe précisément que les phages donnant des « zones 
de lysine » sont les meilleurs producteurs de prolysine. 

En ce qui concerne le facteur de sensibilité de l’hdte bactérien, 
nous y reviendrons ullérieurement ; mais nous pouvons souligner 
dés maintenant quil est également variable, puisqu’il dépend 
essentiellement de la nature des antigénes présents dans la bac- 
térie et de la sensibilité de ces antigénes a telle ou telle autre 
prolysine. En bref, et compte tenu de ces circonstances, nous 
sommes en mesure d’affirmer que tout développement bactério- 
phagique s’accompagne de la production en quantités variables de 
prolysines différentes suivant le bactériophage synthétisé. 


II. — Lysr BACTERIENNE ET LIBERATION DES PROLYSINES. 


1° PRODUCTION DE PROLYSINES PAR LES CULTURES INFECTEES 
A RAISON DE MULTIPLICITE SIMPLE. — Nous nous sommes attachés 
a répondre a la question essentielle posée par la nature générale 
du phénoméne de production des prolysines : la synthése de ces 
substances est-elle paralléle 4 la multiplication des phages ? 
Autrement dit, passe-t-elle par une période de latence comparable 
a celle qu’on observe lors de la multiplication des phages viru- 
lents, ou bien s’agit-il d’une production continue a partir du 
moment de l’infection ? Nous voudrions ici décrire en détail les 
expériences effectuées et la conclusion progressive a laquelle 
nous avons été amenés, parce qu’il nous semble que les obser- 
vations faites peuvent de facgon générale attirer l’attention sur 
certains phénoménes de « compétition » entre plusieurs facteurs, 
phénoménes susceptibles de se rencontrer dans d’autres domaines 
de la virologie, et dont il faut tenir compte dans |’interprétation 
des résultats. 

La premiére hypothése qui se présentait A l’esprit, si l’on 
admettait le hen spécifique entre production des phages et pro- 
duction des prolysines, était que la libération des prolysines 
devait s’effectuer par « sauts » successifs, correspondant aux 
périodes de lyse bactérienne. Le résultat qu’on obtenait lors des 
expériences destinées a calculer le rendement en phages et en 
prolysine des bactéries infectées par un seul phage (single infec- 
tion) semblait confirmer ce point de vue. 

Dans le tableau I concernant E. coli Fb et le phage Fez, 
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on voit que, lorsque la multiplicité d’infection est assez faible 
pour que les bactéries infectées ne le soient que par un phage, 
le milieu s’enrichit notablement en prolysine peu de temps avant 
la hibération des phages. Or les expériences d’infection a cycle 
unique et de lyse prématurée par addition de cyanure nous ont 
montré que la période latente est de quarante-deux minutes et 
que le premier phage infectieux intrabactérien apparait a la vingt- 
ciquiéme minute (le rendement pouvant dépasser 1 000 phages 
par bactérie en milieu 70 a 5 p. 100 de glycérine). 


Tasteau I. — Rendement en prolysine et en phages 
au cours d’une expérience d’infection 4 cycle unique. 


Temps apres infection Prolysine en unités arbitraires Phages/ml 


4.108 
9210¢ 


5.10 
5.10 
1.10 
2.1019 


Une culture de E. coli Fb a 2.108 bactéries/ml en milieu 70 est infectée A 37° 
par 2.107 Fez/ml. Aprés cinq minutes d’adsorption, le phage libre est imactivé 
par un antisérum. Multiplicité d’infection : 0,08. 


Des résultats du méme ordre ont été obtenus avec E. coli B et 
les phages de la série T, la production de prolysine restant tou- 
tefois nettement inférieure au cas précédent, car il faut attendre 
la lyse compléte des bactéries (fin de la période d’augmentation 
du titre en phage libre) pour obtenir un pourcentage de lyse 
d’environ 10 p. 100, aprés infection, dans des conditions compa- 
rables aux précédentes, par des phages de la série paire. 


2° Cas DES BACTERIES LysocENES. — Ces résultats devaient nous 
conduire A examiner ce qui se passe lors de l’induction des bac- 
téries lysogénes, ¢’est-a-dire lorsque le développement des phages 
s’effectue sans infection préalable. La technique employée est 
celle de ‘Lwoff (3]. La culture de bactéries lysogénes (nous avons 
utilisé E. coli K 12 en milieu 70 ou 70 glycériné) en phase expo- 
nentielle de croissance est irradiée sur une épaisseur d’environ 
0, 5 cm par la lampe Philips bactéricide pendant deux minutes 
4 1m de distance. Une telle irradiation correspond a un rayon- 
nement d’environ 500 ergs/mm?. 

A la fin de Virradiation, la culture est remise en croissance 
4 87° en prenant soin de protéger le récipient de culture de la 
lumiére pour éviter une éventuelle photoréactivation. En milieu 70, 
la culture manifeste une période de croissance résiduelle de 
soixante-quinze a quatre-vingt-dix minutes et, aprés une période 
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stationnaire de dix a quinze minutes, subit une chute rapide de 
densité optique indiquant la lyse d’environ 80 p. 100 des bactéries 
présentes. 

Or, si l’on préléve les bactéries lysogénes induites a des temps 
variables postérieurs a Virradiation, en prenant soin de bloquer 
Yinduction par congélation du prélevement, le surnageant de 
centrifugation dosé pour son contenu en prolysine est dénué de 
toute activité pendant la majeure partie de la période de crois- 
sance résiduelle : Vactivité de lyse de la poudre acétonique 
n’apparait que peu de temps avant que soit atteint le plateau de 
croissance stationnaire, c’est-a-dire au moment ot les premiéres 
lyses bactériennes se produisent. A partir de ce moment, le milieu 
ne cesse de s’enrichir en prolysine au fur et & mesure que se 
poursuit la lyse de la culture. 

Ainsi semble-t-il possible de considérer, d’aprés ces résultats, 
que les conditions de libération des prolysines dans le milieu de 
culture sont identiques, qu'il s’agisse de l’infection par un phage 
exogéne ou de linduction lysogéne, aboutissant comme la 
montré Lwoff, a provoquer le développement endogéne des pro- 
phages en gonophages et la maturation ultérieure de ceux-ci : !a 
production de prolysine, apparue dans le milieu aux périodes de 
lyse bactérienne, pourrait, selon cette perspective, s’interpréter 
comme un phénoméne tardif, lié 4 l’achévement de la période 
de synthése intrabactérienne des phages. 


3° CAS DES INFECTIONS MULTIPLES. — Ces expériences souffraient 
cependant, en dépit des apparences, d’une discordance sérieuse. 
En effet, lorsqu’on réalise des infections simples, le nombre des 
bactéries infectées est proportionnellement trés faible, puisque la 
multiplicité d’infection doit étre au plus égale a 0,1 et la lyse 
intéresse alors moins de 10 p. 100 des bactéries de la culture. 
Au contraire, l’induction par effet Lwoff entraine la lyse de 
80 p. 100 des bactéries présentes. C’est dire qu’en fait les expé- 
riences ne sont pas comparables. 

Il importait donc d’étudier la production de prolysine par des 
cultures soumises A infection multiple, puisqu’il est nécessaire 
d’utilser une multiphcité au moins égale a 2,3 pour que 90 p. 100 
des bactéries solent infectées en cing minutes. Les résultats 
obtenus dans ces conditions ont été les suivants : 

a) Dans le cas de V’infection de E. coli Fb par Fez, la libéra- 
tion de prolysine dans le milieu s’effectue bien avant ]’apparition 
du premier phage infectieux intrabactérien (vingt-cinquiéme 
minute) comme le montrent les chiffres du tableau II. 

Un tel processus de libération ne peut s’interpréter qu’en attri- 
buant au complexe infectieux « E. coli Fb-Fez » une véritable 
fonction d’excrétion constituée et mise en ceuvre dés le début 
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de Vinfection : la lyse bactérienne serait alors un événement rela- 
tivement secondaire dont le seul effet serait la libération brutale 
des derniéres quantités de substance intrabactérienne. 


Tasreau Il. — Libération. précoce de la prolysine Fcz. 


Temps aprés infection Prolysine en unités arbitraires apres infection 
a _multiplicité 3 a multiplicité 9 


Une culture de E. coli Fb (2.108 bactéries/ml) est infectée 4 37° par Fez a mullti- 
plicité 3 ou 9 en milieu 70 glycériné. Adsorption : cing minutes, puis addition 
d’antisérum pour neutralisation du phage libre. 


b) Dans le cas de E. coli B infecté par les phages de la série 'T 
Vapparition de la prolysine dans le milieu est plus tardive, mais 
précéde toujours la lyse bactérienne et se situe généralement a la 
fin de Ja période d’« éclipse », avant ou, au plus tard, au moment 
de Vapparition du premier phage infectieux intrabactérien (qui 
se produit vers la huititme minute pour Tl, T3 et T7, vers la 
douziéme minute pour les phages pairs). Si l’on augmente ia 
multiplicité d’infection dans les limites compatibles avec l’absence 
de « lysis from without », la quantité de prolysine se trouve 
encore accrue (tableau III). 


Tasteau II]. — Rendement en prolysine 
selon la multiplicité d’infection. 


Prolysine (unités arbitraires) 

aprés infection par Tf a 

multiplicité 3 multiplicité 15 
0 


Temps aprés 


infection 


m7 
Fran 
mm. 
10 
yom 


aprés infection. par 14 


A multiplictts 3B mltiptioité 15 


L’expérience est effectuée & 37°, en bouillon Difco, avec une culture de E. coli B 
a 2.108 bactéries/ml. 


L’ensemble de ces résultats améne a faire le départ entre 
deux aspects de la production précoce de prolysine : d’une part 
l’aspect quantitatif, lié 4 la multiplicité d’infection et qui suggere 
d’attribuer un rdle individuel déterminant 4 chaque phage infec- 
tant et ce, aussi bien dans le systeme « E. coli Fb-Fez » que 
dans les systemes « E. coli B-série T »; d’autre part l’aspect 
fonctionnel dont il est possible qu’il puisse présenter diverses 
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variations suivant le systeme considéré. Il n’est pas douteux que 
lexerétion est trés précoce chez E. coli Fb-Fez. Toutefois, nous 
ne sommes pas en mesure de décider si l’apparition plus tardive 
(a la fin de la phase d’éclipse) de la prolysine chez « E. coli B- 
série T » correspond a une différence fonctionnelle entre ces 
systémes, ou s'il ne s’agit pas uniquement d’une différence quan- 
titative empéchant la mise en évidence de la substance (le systeme 
« E. coli B-phages T » produisant toujours beaucoup moins de 
prolysine que le systéme « E. coli Fb-Fcz »). 


4° CAS DE L’INFECTION SIMPLE CHEZ « E. coli Fb-Fcz », aprés 
SATURATION PREALABLE DE L’HOTE. — Nous avons précisé la signifi- 
cation des résultats précédents en montrant que le phénoméne de 
libération précoce du complexe infectieux « E. coli Fb-Fcz » se 
retrouvait méme aprés infection simple, si l’on prenait la précau- 
tion de saturer préalablement les bactéries de la culture par la 
prolysine, de facon a éliminer l’adsorption -éventuelle par les 
bactéries saines de la culture de la prolysine précocement libérée. 

a) Adsorption de la prolysine Fez par les bactéries vivantes. — 
Nous avons montré antérieurement [4] que, bien que l’hypothése 
de récepteurs spécifiques de prolysine analogues 4 ceux des 
phages ne pit étre maintenue, on était en droit de considérer que 
la sensibilité a la substance faisait intervenir des conditions de 
perméabilité spécifique. Selon cette perspective, nous nous 
sommes attachés 4 déterminer, en utilisant un ultrafiltrat de pro- 
lysine dépourvu de phages [4], s’il existait une limite de satura- 
tion des bactéries. A cet effet, on ajoute a une culture de E. coli Fb 
contenant 1,5.10° bact./ml une certaine quantité d’ultrafiltrat 
ayant une activité prolysine connue, et 4 des temps variables on 
vérifie la quantité de prolysine restant dans le surnageant de 
centrifugation des échantillons prélevés. Les résultats sont les 
suivants, en prenant comme unité l’activité de la dilution la plus 
faible de Vultrafiltrat (1/100) [tableau IV] : 

La totalité de la substance est donc adsorbée en dix minutes 
et plus de 50 p. 100 dans les cinq premiéres minutes : il existe 
d’autre part une limite de saturation de la culture qui dépend 
essentiellement du nombre des bactéries présentes, puisque au 
dela d’une certaine concentration de prolysine on retrouve dans 
le milieu une quantité fixe non adsorbée. 

b) Infection simple de « E. coli Fb » aprés saturation. — 
L’expérience est pratiquée de la fagon suivante : les bactéries 
sont traitées par une quantité d’ultrafiltrat calculée pour qu’un 
léger excés de prolysine soit constamment présent dans le milieu. 
On vérifie par prélévement, congélation et centrifugation, per- 
mettant le dosage des surnageants a des temps bien déterminés, 
que le processus d’adsorption est bien terminé en dix minutes. 
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Tasreau IV. — Adsorption de la prolysine Fcz. 


Temps de prélevement du Prolysine du_surnageant , 
surnageant & partip du aprés addition de y apres addition d 
temps d'addition de la l'ultrafiltrat au h'ultrafiltrat au 


prolysine 1/ 100 1/6 


a 


©, 86 
0,72 
0,38 
0,07 


L’expérience est effectuée 4 37° en milieu 70 glycériné. La culture de E. coli Fb 
contient 1,5.10® bactéries/ml. Unité de prolysine ; activité de l’ultrafiltrat au 1/106 
au temps zéro minute. Activité de Vultrafiltrat au 1/100 sans addition de bactéries 
aprés dix minutes A 37° : 0,96. 


On procéde alors a l’infection. Le tableau V indique les pour- 
centages de lyse obtenus avec une culture dont toutes les bactéries 
sont saturées par la prolysine, mais dont 8 p. 100 seulement sont 
infectées par infection simple avec Fez ; ces pourcentages de lyse 
mesurent les quantités de prolysine excrétée. Le contréle effectué 
sur une culture non infectée montre que Vadsorption n’est pas 
suivie de désorption. On doit également exclure |’objection selon 
laquelle l’infection par le phage détermine une telle désorption 
chez les seules bactéries infectées, puisque 8 p. 100 seulement 
des bactéries étant infectées, la quantité de prolysine « désor- 
bable » atteindrait 4 peine 1/10 de la quantité apparue dans le 


Tasteau V. — Rendement réel en prolysine déterminé sur une culture 
de E. coli Fb dont toutes les bactéries sont saturées par la pro- 
lysine. 


Temps E.Goli Fb traité Témoin: E.Coli yh Contr6leye 
par ultrafiltras sans ultrafiltrat E.Coli Fb ave 


puis infecté.— infecté.—- ultrafiltrat 
non infecté.— 
~10™ (avant addition 0,8 
d'ultrafiltrat) 


o™ (dix minutes a! 


adsorption de 
l'ultrafiltrat 

et temps O a! 
infection par Fez) 


La prolysine est ultrafiltrée avant « infection simple » par Fez d’une culture de 
E. coli Fb a 2.108 bactéries/ml (multiplicité d’infection : 0,08). A ume partie de 
la culture, on ajoute, dix minutes avant l’infection, 0,15 p. 100 d’ultrafiltrat. La 
lyse est exprimée en prenant comme unité l’activité d’une préparation 40,15 p. 100 
d@ultrafiltrat. Milieu 70 glycériné. Expériences effectuées 4 37°. 
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milieu dés la sixiéme minute. ‘Les chiffres du tableau V montrent 
bien gue la prolysine apparait dans le milieu trés rapide- 
ment, mais que les premiéres quantités de prolysine libérées 
sont adsorbées par les bactéries présentes, et que ce nest 
qu’aprés saturation de ces derniéres. que la prolysine libre 
s’accumule dans le milieu. De telles expériences devraient per- 
mettre de préciser le temps réel d’apparition de la prolysine dans 
le milieu dans le cas de E. coli B infecté par les phages de !a 
série T, mais nous n’avons pas réussi jusqu’a présent la prépa- 
ration d’ultrafiltrats de lysats par des phages T conservant une 
quantité suffisante de prolysine. 


5° Bacriries Lysocknes. — Ce résullat nous a conduits 
a effectuer la méme recherche dans le cas de l’induction lyso- 
géne : soit aprés, soit avant irradiation, les bactéries E. coli K12 
utilisées sont saturées par leur propre prolysine ; en raison de 
limmunité des bactéries lysogénes pour le phage qu’elles pro- 
duisent, il n’est pas indispensable ~d’ultrafiltrer préalablement le 
iysat employé. Or, en aucun cas, ce traitement n’a permis de 
déceler une libération de prolysine antérieure a la fin de la 
période de croissance résiduelle : la substance apparait ainsi, 
en milieu 70 4 5 p. 100 de glycérine a la quatre-vingt-quinziéme 
minute, en milieu 70 a la quatre-vingtitme minute, en milieu 
peptoné a la quarante-cinquiéme minute. I] est donc nécessaire, 
selon la terminologie de Lwoff (loc. cit.) que la transformation 
du prophage en gonophage ait eu lieu pour que la prolysine soit 
libérée. Nous verrons que les expériences effectuées sur la syn- 
thése intrabactérienne des prolysines confirment ce résultat. 


III]. — La synTHEse INTRABACTERIENNE DES PROLYSINES. 


a) La méthode des poudres acétoniques appliquée a l'étude de 
la synthése intrabactérienne des prolysines. — Les prolysines 
agissant en relation avec les enzymes d’autolyse propres de la 
bactérie, on pouvait penser qu’un traitement des bactéries tel que 
la préparation en poudre acétonique, qui préserve les mécanismes 
autolytiques, devait également laisser intacte la substance en voie 
de synthése, présente au sein de la cellule. C’est ce que l’expé- 
rience a vérifié. Des aliquots de cultures en croissance expo- 
nentielle dont toutes les bactéries sont infectées, ou induites 
par U.V., sont prélevés & des temps variables a partir du 
temps zéro d’infection ou d irradiation, congelés, centrifugés 
a froid et réduits en poudres acétoniques. Si les prolysines sont 
preservées en méme temps que les enzymes d’autolyse propres 
des hactéries, la poudre acétonique doit subir une autolyse 
d’autant plus rapide qu’une plus grande quantité de prolysine 
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aura été synthétisée au temps de prélévement. Or, c’est bien ce 
qu'on observe aprés remise en suspension d’une méme quantité 
de poudre (par exemple 6 mg) dans une méme quantité de milieu 
(par exemple 4 ml de 70). 

Par exemple, chez EF. coli B infecté par T4, la poudre acéto- 
nique préparée au temps zéro d’infection perd 36 p. 100 de sa 
densité optique en quarante minutes a 22° ; dans les mémes condi- 
tions, les poudres préparées dix minutes et quinze minutes aprés 
infection perdent 85 p. 100, tandis que la poudre préparée a dix- 
huit minutes s’autolyse presque immédiatement a 90 p. 100. 
E£. coli K12 induit perd 14 p. 100 en quarante minutes si Ja 
poudre est faite trente minutes aprés Virradiation, 58 p. 100 si 
elle est faite 4 la trente-neuviéme minute ; a partir de la quarante- 
deuxiéme minute, l’autolyse devient immédiate a 90 p. 100. Les 
mémes souches non infectées ou non induites subissent au 
contraire une autolyse trés limitée : 6 4 10 p. 100 en quarante 
minutes a 22°. 

Ces faits ne constitueraient cependant qu’un argument indirect 
en faveur de la présence éventuelle de prolysines intrabacté- 
riennes. Or on peut penser que les milieux d’autolysats doivent 
encore contenir les substances libérées des corps bactériens et 
réutilisables pour la lyse d’une nouvelle quantité de poudre acé- 
tonique. Aprés un méme temps de séjour a température ambiante 
(quarante-cing minutes), on centrifuge donc ces autolysats pour 
les débarrasser des débris bactériens et on dose les surnageants. 
Les résultats sont rapportés dans le tableau VI. 


Tasteau VI. — Prolysine intrabactérienne. 


Surnageant d'sutolyse Activité prolysine du_surnageant 

0 Glyc4riné) d'une poudre acétonique d'autolyse (Unités: lyse de 10% 

de: provoguée par une dilution con- 
veneble de Ly A) 


E.Coli Fb infecté par Fez: 


sec 


20 equpres antses+on 0 
0 n 
2 mn onal 
a . " id 0 47 
un " " a 


E.Coli B infecté par T4: 


Ons fo) 
5mm aprés infection fo) 
Ose bi) " 0,2 
ne " " 1.5 

Toon " " 4 
E.Coli Ki2 induic par U.V.: 
LE 0 
fo) bés induction 
3m a " 0,6 
3 Gas " n 1,6 
3 gee " n 4 
mn n " fo} 


42 
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Ces résultats appellent deux séries de remarques : 

1° En premier lieu, l’argument indirect constitué par l’accrois- 
sement des vitesses d’autolyse des poudres se trouve singulié- 
rement précisé. Si l’on note au surplus que la poudre de 
E. coli B préparée a la dixiéme minute de l’infection par T4 
s’autolyse a grande vitesse sans libérer des quantités appréciables 
de prolysine, on est amené a penser que, méme en prolongeant la 
durée d’autolyse des poudres préparées aux temps précédents (en 
admettant que cette prolongation ne s’accompagne pas de la dispa- 
rition par « vieillissement » des prolysines), les autolysats ne 
contiendraient pas davantage de substance ; en d’autres termes, 
objection selon laquelle la quantité de prolysine libérée serait 
fonction de la quantité de poudre lysée en chaque cas, ne saurait 
étre retenue puisque avec la durée choisie (quarante-cing minutes) 
des chutes de densité optique analogues, c’est-a-dire des autolyses 
de méme ampleur, ont été subies par les poudres acétoniques de 
E. coli B, prélevées a la dixiéme et a la cinquiéme minute de 
Vinfection par T4. 

2° La seconde remarque que nous pouvons faire concerne 
léventualité d’une différence entre les conditions de synthése 
dans les différents systémes. En effet, tandis qu’en resserrant les 
temps de prélévement pour EF. coli Fb infecté par Fez nous avons 
pu montrer lexistence de la prolysine intrabactérienne dés ta 
premiére minute, pour EF. coli B infecté par T3 dans les mémes 
conditions de température et de milieu nous n’avons pu trouver 
cette prolysine qu’a la septitme minute, et pour E. coli B infecté 
par T4 a la dixiéme minute seulement. La encore se pose la 
question de savoir si cette différence de temps ne reléve pas uni- 
quement de différences quantitatives faisant intervenir le seuil de 
sensibilité minimum de notre méthode de dosage. Une conclusion 
générale se dégage cependant de ces expériences : c’est qu’au 
cours de linfection par les phages virulents l’apparition de la 
prolysine intrabactérienne, suivie de prés par son apparition 
dans le milieu, est un phénoméne précoce survenant durant la 
« phase d’éclipse » et avant l’apparition du premier phage infec- 
tieux. C’est la un résultat sensiblement différent de celui que 
nous avons rencontré avec E. coli K12 induit par irradiation U. V., 
ot la prolysine intrabactérienne apparait également avant le pre- 
mier phage infectieux mais n’est libérée que plus tardivement dans 
le milieu, au moment de la lyse des bactéries. 


b) Réle éventuel des lésions de surface créées par l’ adsorption 
de phages virulents. — Le cas des bactéries lysogénes permet de 
donner tout son sens a la « fonction d’excrétion » que nous avons 
évoquée précédemment. En effet, en admettant méme que le pre- 
mier temps de libération de la proly sine par les bactéries induites 
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corresponde aux premiéres lyses cellulaires, il devient possible 
d’étudier sur ce matériel l’effet propre qu’on pourrait imputer 
aux lésions de surface causées par les phages virulents, en ajou- 
tant a V’induction une surinfection par un phage de la série T. 
Ainsi se trouverait également précisé le réle de la multiplicité 
d’infection, puisqu’on pourrait objecter a notre interprétation 
précédente que l’effet quantitatif que nous avons invoqué n’est 
pas lié a la production proprement dite, mais au nombre de 
« points de sortie » causés par les phages adsorbés a la surface 
bactérienne. L’expérience est effectuée de la facon suivante : a des 
temps variables de la croissance résiduelle de E. coli K12 induit, 
correspondant comme nous venons de le montrer a des quantités 
croissantes de prolysine intrabactérienne, la culture est infectée 
par T7 en multiplicité suffisante pour que toutes les bactéries 
soient infectées en cinq minutes. Aprés huit minutes a partir 
de chaque temps d’infection, intervalle au bout duquel 1’infection 
due a T7 n’a pas encore produit une libération de prolysine 
détectable, les bactéries sont prélevées, congelées, centrifugées 
et le surnageant dosé: dans ces conditions les résultats sont 
identiques 4 ceux obtenus aprés induction sans surinfection. Les 
lésions de surface dues aux phages virulents ne semblent donc 
point intervenir dans les processus d’excrétion. 


TV. — Rapport ENTRE LES PHENOMENES DE SYNTHESE 
DES PROLYSINES ET LA SYNTHESE DES PHAGES VIRULENTS. 


Puisque, dans le cas des phages virulents la synthése de pro- 
lysine se situe avant la fin de la phase d’éclipse (alors que les 
phages infectants interviennent directement dans la production 
précoce), on peut se demander si |’état de phage infectieux 
complet est indispensable et peut seul commander la synthése de 
la substance. Nos expériences a ce sujet n’en sont qu’a leur 
début, mais les résultats obtenus sont significatifs 4 plus d’un 
titre. Nous avons utilisé trois types d’agents, intervenant soit au 
niveau des phages, soit au niveau des bactéries, soit au niveau 
du complexe infectieux. 


a) Action sur les phages infectants par irradiation U. V. — En 
irradiant de facgon prolongée des phages virulents tels que T4, 
on peut successivement supprimer l’infectivité puis le pouvoir 
létal. Des échantillons d’une préparation contenant 10** T4/ml 
ainsi traités ne provoquent plus la synthése de prolysine, méme 
lorsque la multiplicité d’infection dépasse 20 (la conservation du 
pouvoir létal se traduit par l’arrét de la croissance bactérienne). 


b) Action sur les bactéries-hdtes, par emploi de chloramphée- 
nicol. -— ‘Lorsqu’on utilise une quantité sub-bactériostatique de 
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cet antibiotique, le rendement en phage et en prolysine est 
affecté : toutefois, la production précoce de prolysine nest pas 
enliérement supprimée, bien que la production finale soit pro- 
portionnellement plus réduite que le titre en phages. Ainsi, avec 
E. coli B en bouillon, infecté par T1 (multiplicité = 5) trois 
minutes aprés addition de chloramphénicol (6 ug/ml pour 
2.10° bact./ml), on obtient les résultats indiqués dans le 
tableau, VII. 


Tastzau VII. — Rendement en prolysine 
avec et sans chloramphénicol. 


Sans Chloramphenicol 
Prolysine Titre en Ti 
ales 
4 


Avec Chloramphenicol 
Prolysine Titre en Tl 
0,6 
0,7 


Temps aprés infection 


107, 
45 lyse) 


3610°/m1 7.10? 


La concentration d’antibiotique utilisée est de 5 mg pour 2.108 bactéries/ml. 
Unité d’évaluation de la prolysine : lyse de 10 p. 100 produite par LyA au 1/100. 
Expériences effectuées 4 37° en. bouillon Difco. 


c) Action sur les complexes infectieux par traitement a la pro- 
flavine. — De Mars, Luria, Fischer et Levinthal [2] ont montré 
qu'il suffisait de quantités trés faibles de proflavine (1 4 2 ug/ml) 
pour interrompre les processus de maturation des phages, vrai- 
semblablement lors de l’étape d’adjonction de l’acide désoxyribo- 
nucléique a |’élément protéique présent a l’état de formations 
caractéristiques non infectieuses (« doughnuts »). Or nous avons 
observé que laddition de proflavine était sans effet sur !a 


production de prolysine, comme le montrent les chiffres du 
tableau VIII. 


Tasteau VIII. — Rendement en prolysine 
avec et sans profiavine. 


sans proflavine (lyse en 60m) 


avec proflavine (lyse en 60™2) 


L’expérience est effectuée & 37° sur une culture de E. coli B, en milieu 70 
(1,5.108 bactéries/ml). Concentration de proflavine utilisée : 1,5 g/ml. Unité 
d’évaluation de la prolysine : lyse produite par LyA au 1/100. 


V. — Discussion ET CONCLUSIONS. 


Les expériences que nous venons de décrire permettent de 
dégager un certain nombre de conclusions : 
-1° Le phénoméne de production de la prolysine est un phéno- 
méne général accompagnant tout développement bactériophagique. 
2° Le temps ot commence la synthése de prolysine dépend du 
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systéme bactérie-phage considéré, mais celle-ci précéde toujours ct 
au plus tard est contemporaine de la fin de la « phase d’éclipse ». 

3° La synthése de prolysine est rapidement suivie de sa libé- 
ration dans le milieu dans le cas des infections par les phages 
virulents (« fonction d’excrétion ») contrairement A ce qui se passe 
pour les systemes lysogénes ot l’intervalle de temps entre syn- 
these et hbération est notable. 

4° La quantité de substance précocement produite dépend de la 
multiplicité d’infection, méme lorsque la synthése commence A Ja 
fin de la « phase d’éclipse ». 

5° Les phages virulents rendus non infectieux par irradia- 
tion U. V. sont incapables de déterminer la synthése de la proly- 
sine ; par contre, la prolysine est synthétisée méme lorsque les 
processus de synthése phagique s’arrétent au stade des forma- 
tions protéiques non infectieuses, obtenues par traitement a !a 
proflavine. 

6° L’aptitude a la production de la bactérie limite la quantité 
finale de prolysine synthétisée (rendement maximum) : cette apti- 
tude, qui dépend de l’inductibilité des synthéses d’enzymes et, 
plus généralement, des synthéses de protéines bactériennes (effet 
du chloramphénicol), varie selon la souche et le milieu utilisés. 

Il est sans doute malaisé de faire entrer toutes ces observa- 
tions dans une interprétation d’ensemble qui soit d’emblée satis- 
faisante. I] nous semble toutefois qu’on pourrait admettre a titre 
d’hypothése de travail que la synthése de prolysine manifeste 
V’existence d’une véritable « induction » de synthéses protéiques 
caractéristiques commandées par certains constituants des phages 
et qui seraient l’homologue cytoplasmique des phénomeénes 
nucléaires commandés par l’acide désoxyribonucléique (D. N. A.) 
du phage infectant ou du prophage induit. Le schéma suivant 
rendrait plus clairement compte de cette conception : 

Selon un tel schéma, qui couvre une durée au plus égale a celle 
de la phase d’éclipse, la prolysine serait synthétisée dés que X, 
apparaitrait. Dans le cas de E. coli Fb-Fcz, la transformation de 
X en X, serait extrémement rapide (peut-étre méme aurait-on 
X = X,), alors que pour E. coli B-série T, le plus grand nombre 
d’étapes nécessaires 4 la transformation exigerait un temps de 
latence caractéristique : il est méme possible que X; fasse partie 
des « doughnuts » ou, a tout le moins, soit synthétisé conjoin- 
tement. Le schéma intégre aisément les phénoménes d’induction 
qui, en raison de l’absence de tout phage infectant constitué, 
n’aboutissent a la formation de X; qu’au moment ow le processus 
de synthése globale est suffisamment avancé. Peut-étre méme 
n’est-il pas exclu de penser que les bactéries lysogénes contien- 
nent non seulement le prophage nucléaire postulé par Lwoff, mais 
un élément cellulaire précurseur de X, que le phage lysogénisant 
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aurait introduit dans la bactérie et qui serait amené a |’état trans- 
missible par des processus analogues 4 ceux de la « réduction » 
invoquée par Lwoff. 


INFECTION INDUCTION 


1) Phage infectieux adsorbé 1) Activation du prophage 


| 


dissociation en 

Da Nee A 

+ Protéines antigéniques 
(enveloppe etc...) 


y + X (Protéine ?) Y 
2) Injection dans la cellule de 2) Formation du gonophage 
Dee New Ar contenant X 
+ X 


> 3) Stade commun a J'infection < 
et & induction : 


autoduplication du D.N. A. 
(parasitisme génétique) 


a 


transformation de X en Xi 
(induction enzymatique) 


La remarque ci-dessus nous raméne d’ailleurs a implication 
immédiate comportée par notre hypothése, implication selon 
laquelle il apparaitrait autant de X; qu'il y aurait de processus 
de synthése infectieuse en cours; autrement dit, 4 l’inverse du 
processus génétique intégré au niveau d’un « locus » chromo- 
somique déterminé, le processus enzymatique se déroulerait sans 
intégration préalable au niveau de formations cellulaires dis- 
persées, mais physiologiquement similaires. On aurait done 
a envisager ici des phénoménes essentiellement cytoplasmiques, 
paralléles aux phénoménes nucléaires, mais nettement distincts 
en leurs mécanismes. 


RESUME. 


Tout dévelopement bactériophagique s’accompagne de la pro- 
duction en quantités variables de substances lytiques non repro- 
ductibles en série (prolysines). Dans le cas des phages virulents, 
les prolysines apparaissent a l’intérieur des bactéries avant la fin 
de la phase d’éclipse et précédent toujours la formation des 
phages infectieux intrabactériens. L’étude des temps de libéra- 
tion de ces substances dans le milieu de culture permet de consi- 
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dérer que le systéme bactérie-phage virulent excréte continuel- 
lement la prolysine, dont la quantité augmente cependant brus- 
quement a la lyse cellulaire. La quantité de prolysine produite 
au début de Vinfection varie avec la multiplicité d’infection. 

Dans le cas des bactéries lysogénes induites, la prolysine 
apparait dans les cellules peu avant le premier phage infectieux 
intrabactérien, mais n’est libérée dans le milieu extérieur qu’au 
moment de la lyse. 

On discute Phypothése selon laquelle la synthése de la proly- 
sine manifesterait |’existence d’une induction de synthéses pro- 
téiques commandée par certains éléments constitutifs des phages 
tempérés ou virulents. 


SUMMARY. 


Every bacteriophagic development is accompanied by the 
production of variable amounts of non serially reproducible lytic 
substances (prolysines). In the case of virulent phages, proly- 
sines appear within the bacteria before the end of the « eclipse » 
phase of the virus and always before the formation of the intra- 
bacterial infectious phages. The virulent bacteria-phage system 
continually releases prolysine in the culture medium ; the quantity 
of prolysine produced at the beginning of the infection varies 
with the multiplicity of infection. In the case of induced lyso- 
genic bacteria, the prolysine appears in the cells a short-time 
before the first infectious intrabacterial phage, but is released 
in the medium only at the moment of the lysis. These obser- 
vations suggest that the synthesis of prolysine might manifest 
the induction of protein synthesis controlled by certain consti- 
tutive elements of temperate or virulent phages. 
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ETUDE AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE 
DE QUATRE ESPECES DE TREPONEMES ANAEROBIES 
D’ORIGINE GENITALE. 


par Michel MOUREAU et Joseph GIUNTINI (*). 


(Institut Pasteur, Service des Anaérobies 
et Laboratoire de Microscopie électronique) 


Afin d’apporter quelques documents nouveaux utiles a la con- 
naissance des tréponémes anaérobies, nous avons réalisé une 
étude morphologique au microscope électronique de quatre 
souches saprophytes de ’homme, d’origine génitale, conservées 
en collection. Une revue d’ensemble des maladies causées par ces 
germes peu connus vient d’étre faite par A.-R. Prévot [4]; quel- 
ques études biochimiques ont été ébauchées ; mais la somme des 
connaissances concernant ces espéces reste encore bien faible. 

Aprés avoir exposé nos procédés techniques de préparation et 
d’obtention des images électroniques, nous décrirons les photo- 
graphies espéce par espéce, nous envisagerons briévement les 
analogies ou les différences qu’elles peuvent présenter avec les 
travaux réalisés a propos d’autres tréponémes d’origine génitale 
saprophytes ou pathogénes, pour conclure en justifiant la place 
que nous pensons pouvoir leur accorder dans la systématique. 
En effet, tous les problémes sont loin d’étre résolus dans ce 
domaine et bien des inconnues subsistent. 


TECHNIQUES DE PREPARATION DES GERMES. 


Les germes sont cultivés en milieu de Vinzent liquide [2] ; apres 
trois jours au minimum et huit jours au maximum de culture 
selon les espéces, Ja rapidité de la croissance (assez irréguliére) 
et Page des formes que l’on désire reproduire. On centrifuge 
a 500 tours, on reprend le culot a l’eau physiologique stérile 
a 25°C, on centrifuge a nouveau et on remet en suspension. 
Ici intervient le role du fixateur. Parmi les quelques fixateurs 
essayés, c'est l’acide osmique qui donne les meilleurs résultats, 
employé de la facon suivante: une solution extemporanément 
préparée au 1/100 est utilisée & la dose de I goutte par millilitre 


(*) Manuscrit recu le 1° février 1956. 
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de suspension de tréponémes frais. Une durée de contact de 
quinze a vingt minutes est nécessaire. 

On emploie, pour le montage, des techniques propres a la 
microscopie électronique : dépdt de I goutte de suspension sur 
les grilles porte-objets, évaporation soit a l’air libre, soit sous 
rayonnement ultra-violet ; ombrage a l’or-palladium pour donner 
le relief. L’examen des grilles se fait ensuite avec une tension 
d’accélération des électrons de 80 Kw et a un grossissement de 
4500 a 15 000. Les images définitives sont agrandies photogra- 
phiquement. 


I. — Treponema minutum. 


C’est a propos de ce germe, par lequel nous commencerons 
nos études morphologiques, que nous rencontrerons d’une facon 
caractéristique les problémes évoqués dans l’introduction. En 
effet, la dénomination Treponema minutum a tout d’abord été 
attribuée a un tréponéme du gros intestin de crapauds, Bufo 
vulgaris, par Dobel [8]. Bergey [4] maintient l’antériorité de ce 
vocable, faisant du T. minutum décrit par Noguchi en 1918 |5] 
un IT’. genitalis. Actuellement le germe que nous possédons en 
collection a été isolé par R. Vinzent en 1934 d’un condylome ; 
d’aprés ses caractéres morphologiques et culturaux [7] nous 
devons lui attribuer le nom de T. minutum comme l’a fait 
R. Vinzent lorsqu’il l’a isolé, et en harmonie avec la description 
de Noguchi qui le considérait comme un saprophyte normal- des 
voles génitales males et femelles [5, 6]. Récemment l’un de nous 
a réalisé une étude biochimique de ce germe [7]. 

En microscopie optique et grace au microscope a fond noir, 
les auteurs s’accordent a lui attribuer la morphologie suivante : 
4a 14 » de long, et seulement 0,25 4 0,30 w de large, des spires 
réguliéres et étroites, au nombre de 6 a 10. Son corps est cylin- 
drique, ne présente pas dans la régularité de ses différents 
diamétres de modifications perceptibles. A Vexamen direct, !a 
mobilité de T. minutum est trés caractéristique : mouvement 
hélicoidal rapide, sorte de trémulation, le corps se maintenant 
droit et rigide avec constance de deux crochets latéraux dans la 
forme du corps, 4 chaque extrémité, tres marqués. 


Il. — Treponema calligyra. 


Hideyo Noguchi [8], en 1913, isola d’un condylome 7. calligyra 
et l’obtint en culture pure, ce que devait faire a nouveau Seguin 
en 1930 [9]. La souche que nous décrivons ici a été isolée d’un 
ulcére phagédénique de la vulve chez une petite fille, par 
R. Vinzent en 1934. Cette espéce n’a pas subi de changement de 
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nomenclature ; elle est méme prise comme espéce-type des trépo- 
néemes et décrite comme telle dans Bergey [8]. 

En microscopie optique et grace au fond noir, cette espéce se 
présente avec les dimensions suivantes : 6 A 15 w de long, 0,35 
4 0,40 p de large, son corps est régulier, cylindrique avec des 
extrémités dont le diamétre s’affine progressivement, un peu 
comme une des extrémités de T. refringens. Ses spires sont régu- 
liérement arrondies. Leur caractéristique est l’extréme régularité. 
A Vexamen direct, ses mouvements sont assez lents et amples, 
avec un changement léger dans la forme de chacune de ses spires 
pendant la progression. 


III. — Treponema refringens. 


Découvert par Schaudinn en 1904, en méme temps que T. pal- 
lida [40]. La souche que nous cullivons a été isolée en 1934 par 
R. Vinzent, comme dans le cas historique, d’un chancre syphi- 
litique chez un homme. Cultivé par Levaditi en 1906 [44] par une 
technique en sac de collodion, il a été bien décrit a cette époque. 

En microscopie optique et grace au fond noir, la description 
classique est la suivante: 6 a 20 pw de long, 0,50 a 0,75 uw de 
large. Ses spires sont peu nombreuses, ses mouvements sont 
assez vifs, bien qu’obtenus par des sortes de vagues qui progres- 
sent assez lentement le long de son corps 4 partir de |’extrémité 
possédant le flagelle. Ce flagelle, décrit par Levaditi [44], coloré 
selon la méthode de Borrel, a été de nouveau décrit par Noguchi 
en 1912 [42] lorsqu’il obtint le germe en culture pure, insistant 
sur |’extraordinaire mobilité du flagelle terminal par mouvement 
de rotation. D’aprés tous les auteurs, il n’existe pas de membrane 
ondulante. Schaudinn avait décrit le corps comme une forme 
rubannée [10], Levaditi n’avait pas donné de précisions a cet 
égard, mais Noguchi Vestimait cylindrique. Son étude biochi- 
mique, comme pour T. phagedenis, a été entreprise par l’un de 
nous [43]. 


IV. — Treponema phagedenis. 


Isolé pour la premiére fois par Noguchi en 1912 [44] qui obtint 
une culture pure. La souche que nous entretenons a été isolée 
en 1934 par R. Vinzent d’un ulcére phagédénique de la vulve 
chez une petite fille. L’un de nous [43] a entrepris des recherches 
biochimiques sur son type fermentaire. 

En microscopie optique et observé au fond noir, sa longueur 
varie de 10 a 30 p, il posséde de 1 a 8 larges et belles spires. 
Sa largeur est de 0,7 p. Ses mouvements sont amples, réguliers, 
par déplacement de spires bien marquées, en forme d’are de 
cercle. 
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Discussion. 


Les photographies électroniques de ces quatre espéces ont été 
présentées principalement dans un but descriptif. Les caractéres 
culturaux de chacune, l’étude partielle de leur biochimie, leur 
morphologie au fond noir et contraste de phase, sont suffisamment 
tranchés pour justifier leur individualité et leur classification en 
quatre espéces différentes. Les images au microscope électronique 
viennent confirmer ces faits. Si nous voulons quitter le domaine 
purement descriptif pour tenter quelque interprétation, il faut 
d’abord définir aussi parfaitement que possible le matériel bacté- 
riologique utilisé par les différents auteurs. Les descriptions sont 
nombreuses et présentent tantét des analogies, tantét des diffé- 
rences avec nos propres résultats. Nous lmiterons cette revue 
aux tréponémes anaérobies d’origine génitale : ils ont plus que 
d'autres espéces, tenté la curiosité des chercheurs en raison de 
Vimportance clinique de la syphilis et de l’impossibilité encore 
actuelle de cultiver les germes isolés des lésions. Cette impos- 
sibilité de cultiver le véritable tréponéme pathogéne de la 
syphilis, et aussi l’existence indiscutable de plusieurs espéces 
génitales anaérobies saprophytes, ont certainement contribué a 
créer une grande confusion dans les nombreuses espéces décrites 
comme type supposé d’agent causal de la syphilis. Nichols, 
Reiter, Kazan, Kross et d’autres auteurs ont isolé, décrit et cultivé 
des espéces pures qu’ils ont eu tendance a considérer comme 
étant le facteur étiologique de la syphilis, malgré leur absence 
totale de pouvoir pathogéne ou toxique, que d’innombrables 
expériences n’ont jamais pu mettre en évidence. Nous devons 
garder présente a l’esprit, la notion de trois groupes différents 
de germes lorsque nous citerons les travaux antérieurs aux 
ndtres : f 

a) Le véritable tréponéme pale isolé de lésions cliniques indis- 
cutablement syphilitiques. Dans leurs travaux, E. G. Hampp, 
D. B. Scott et R. W. G. Wyckoff [46], C. Magerstedt [417], 
U. J. Wile, R. G. Picard et E. B. Kearney [48], U. J. Wile et 
E. B. Kearney [19], C. Levaditi [20] et R. H. A. Swain semblent 
avoir réellement décrit le germe responsable de la lésion, chancre, 
ou accident secondaire. .; 

b) D’autres tréponémes présents dans ces lésions et considérés 
au moins provisoirement, et 4 tort, comme agent causal de la 
lésion et des manifestations cliniques, mais cultivables et privés 
de tout pouvoir pathogéne : travaux de E. D. DeLamater, M. 
Haanes et R. H. Wiggall (sur des souches de Reiter, Nichols et 
Kazan, non pas en microscopie électronique mais en microscope 
a contraste de phase) [22, 23, 24]; travaux de H. E. Morton, 
G. M. B. Rake et N. R. Rose (45], H. E. Morton et T. F. 
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Anderson [25], N. R. Rose et H. E. Morton [26], S. Mudd, 
K. Polevitzky et T. F. Anderson [27, 28, 29}. 

c) Enfin les espeéces de tréponemes saprophytes normaux des 
voies génilales qui font lobjet de notre étude. Ils sont cultivables, 
leur identité ou analogie avec le tréponéme pale n’a jamais été 
envisagée bien qu’ils soient plus abondants lors de lésions syphi- 
litiques et mélés a la flore pathogéne. Nous pensons qu’en raison 
de ses caractéristiques morphologiques, culturales, le germe que 
nous décrivons sous le nom de T. refringens (Pl. III, fig. 10) doit 
étre tres proche de (sinon identique a) certaines souches dites 
tréponéme de Reiter [30]. Rappelons qu’il a été isolé par R. Vin- 
zent d’un chancre syphilitique chez lhomme. 

Nous envisagerons dans l’ordre : 1° le corps des tréponémes ; 
2° leur membrane ; 3° les flagelles; 4° les cils; 5° l’axistyle ; 
6° les corps ronds, granules ou autres figures déja décrites. 


1° Le corps. — Le corps des tréponémes considéré en lui-méme, 
si on laisse provisoirement de cdté toutes les autres formations, 
sur lesquelles nous reviendrons, est facile 4 décrire et a définir. 
Sa longueur varie, selon lAge, les formes et les espéces, de 4 
a 20 p, rarement davantage chez les grandes espéces Agées qui 
tentent encore de se diviser transversalement (ce fait est particu- 
liérement remarquable chez T. calligyra et T. phagedenis, beau- 
coup moins chez T. minulum et T. refringens, qui méme aAgés 
ne dépassent pas une quinzaine de uw). Le diamétre varie, lui 


PLANCHE I 


Treponema minutum, 
Culture de cinq jours, fixation 4 V’acide osmique. Gr. 15 000. 


Fic, 1 et 3. — Formes adultes types isolées. — Fic. 2. — Forme jeune isolée. 
Fic. 4. — « Corps rond ». 

D’apres les images obtenues au microscope électronique la longueur serait de 
4a 14 » et la largeur de 0,15 4 0,20 yw, c’est-d-dire nettement plus étroile qu’en 
observation directe. Leur corps, enroulé en hélice (4 a 10 spires réguliéres) 
semble cylindrique, opaque au rayonnement électronique et de structure trés 
complexe. A chaque extrémité du corps est un flagelle qui s’insére, soit A une 
distance de 0,2 p (fig. 3), soit complétement A la fin du corps. Ce flagelle est 
formé en réalité de plusieurs filaments réunis ensemble a leurs extrémités ; il 
supporte une membrane (fig. la). Ces filaments sont trés fragiles et sur’ de 
nombreuses images on apergoit des éclatements (fig. le, 2e et 4e). Le cyto- 
plasme du corps parait avoir une enveloppe de structure fibrillaire (fig. 1f et 
3f); mais ce germe ne semble pas posséder une membrane vyraie le long du 
corps comme elle apparait dans la fig. 11. La fig. 4 montre un « corps rond » de 
tréponéme, avec deux flagelles. Nous reviendrons ultérieurement sur l'interpré- 
tation qu’il est possible d’en donner. 

(La mobilité observée en microscopie optique, mobilité vraiment propre a ce 
germe, et les deux crochets latéraux et terminaux s’expliquent parfaitement bien 
par Poin des flagelles mis en évidence par Ja microscopie électronique.) 
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PLANCHE I 


Treponema calligyra. 


Culture de sept jours, fixation 4 Vacide osmique. Gr. 15 000. 


Fic. 5 et 6. — Formes adultes, normales, abondantes et groupées. Fic. 7. — Deux 
germes issus d’un seul qui vient de se diviser ct 4 droite un germe jeune isolé. 
Les fig. 5, 6 et 7, présentent les formes les plus caracléristiques de ce tréponéme. 
Le corps est cylindrique et de longueur trés yariable: 4 4 15 yw; son diamétre, 
par contre, semble trés régulier : 0,15 y. Les extrémités s’effilent légerement et 
se lerminent par une partie sphérique. Son protoplasme parait de structure 
complexe ef entouré d’une enyeloppe. Une membrane délicate existe le long du 
corps (fig. 5 a). Une formation arrondic s’apercoit sur la fig. 6. La fig. 7 montre 
trois tréponémes jeunes dont deux sont enroulés Vun sur Vaulre. « Il arrive 
fréquemment, au cours de la division transversale que les tréponémes unis par 
le périplasme formant charnitre... s’enroulent entitrement dans le sens de Jeur 
grand axe... Ces images d’enroulement ainsi que celles de déroulement qui leur 
succédent ont été souvent interprétées comme des figures de division longitu- 
dinale ». Cetle phrase de Séguin [9] est parfaitement illustrée par nos fig. Ga 
et. Tea. 
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PLANCHE III 


Treponema refringens. 
Culture de cing jours. Fixation a l’acide osmique. 


Fic. 8. — Forme adulte. Gr. 30000. Fic. 9. — Forme jeune. Gr. 15 000. Le fila- 
ment lerminal tres délicat est visible en a. Fic. 10. — Forme adulte. Gr. 15 000. 
Ce lréponéme se présente sous un aspect assez régulier, son corps est cylin- 
drique, Iégerement aplati, d’une largeur de 0,15 y 0,20 yu. Une des extrémités 
est conique et porte un flagelle (fig. 9 a); Vautre est également conique, mais 
la pointe du céne est coiffée par une partie nettement sphérique de 0,10 y. La 
longucur totale de ce germe est de 4 4 20 . Aucune membrane n’est visible sur 
nos clichés, qui révélent une couche de protéines entrainée malgré les lavages 
el pouvant masquer certains détails. 
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Treponema phagedenis. 
Cullure de huit jours. Sans firalion. Gr. 15 000 et 22 000. 


Fic, 11.. — Forme adulte ‘type. Fic. 12. — Forme adulte légérement altérée. — 
Fic. 13. — Forme jeune. Fic. 14. — Forme jeune, vraisemblablement trés 
allérée. 

Beaucoup de détails du corps de ce tréponetme peuvent ¢lre apergus par la 
technique électronique. Il semble cylindrique, légtrement aplati (fig. 11), de 
structure trés complexe, possédant a Ja fois une enyeloppe a structure fibrillaire, 
visible le long du corps sur la figure Il, et une membrane vraie paraissant élre 
supporlée par de nombreux filaments partant des extrémités, comme les rayons 
de la nageoire des poissons en supportent les parties molles (fig. 13 a, b, c). Sa 
taille varie de 5 & 20 yw et sa Jargeur de 0,15 4 0,20 4. Son protoplasme semble 
parfois se morceler (fig. 12 et 14). La figure 12 présente un artefact vers son 
milicu (d), ct une image d’éclatement ou de lyse vers son extrémilé (e). 
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aussi, mais dans des limites plus étroites, de 0,15 a 0,30 wu. Ce 
corps des tréponémes semble étre un volume cylindrique ; cer- 
lains auteurs l’avaient voulu voir rubanné [10], nous pensons 
avec la majorité des autres qu’il est cylindrique. Les auteurs 
américains n’ont pas particuliérement insisté sur sa description, 
c’est surtout Babudieri [84] qui a donné des précisions a son 
égard. Avec lui, nous dirons que le cytoplasme des tréponémes 
jeunes est assez uniforme, homogéne, opaque aux électrons, et 
aussi que c’est seulement sur des cultures adultes que ce cyto- 
plasme semble pouvoir révéler des structures trés complexes ct 
se morceler (Pl. IV, fig. 12 a). Ces modifications ne sont pas une 
manifestation de dégénérescence, car nous les avons assez souvent 
observées sur des cultures d’un Age maximum de 8 jours. Existe- 
til une membrane cellulaire qui envelopperait ce cytoplasme ? 
Ceci est confirmé par la plupart de nos photographies. Nous ne 
pensons pas que cette membrane cellulaire d’enveloppement 
puisse, sous l’influence de divers traumatismes (préparation des 
clichés, fixation, expériences de digestion), révéler une structure 
fibrillaire a grosses fibrilles. Celle-ci, souvent observée (Pl. IV, 
fig. 11, 12, 183 et 14), origine d’interprétations variées, provient 
presque toujours de la formation appelée ici « membrane vraie », 
étudiée plus loin. Les extrémités du corps, chez les éspéces ot 
un flagelle terminal ou subterminal n’est pas mis en évidence, 
sont légérement pointues, en cone régulier, lui-méme parfois ter- 
miné par une formation sphérique d’un diamétre de 0,1 pw (PI. IIT, 
fig: 8 et 9). ; 


2° La MEMBRANE vRAIE. — II s’agit par définition d’une forma- 
tion différente de la membrane protoplasmique qui enveloppe 
rigoureusement le corps et que l’on peut considérer comme faisant 
partie intégrante de celle-ci. Si l’on admet son existence, deux 
explications en sont possibles : la « crista » de Hollande [82] ou 
bien la véritable membrane ondulante. Selon les espéces que nous 
avons étudiées, cette membrane se présente avec une réalité 
physique plus ou moins évidente. Chez T. minutum et T. refrin- 
gens, son existence méme est disculable (Pl. I, fig. 1, 2, 3, 4; 
Pl. III, fig. 9, 10 et Pl. IV, fig. 11); chez T. calligyra et T. pha- 
gedenis, il existe nettement une formation ressemblant a une 
membrane avec un squelette fibrillaire courant en spirale tout Je 
long du corps du tréponéme (PI. II, fig. 5, 6; Pl. IV, fig. 11, 12, 
13, 14). Cette formation n se manifeste en général, dans la plupart 
des travaux, que par des résidus fibrillaires provenant précisé- 
ment de sa rupture, comme ici (fig. 14). Ces fibrilles (PI. IV, 
fig. 13 a, 144, b et c) ont souvent été interprétées comme des cils, 
surtout par la plupart des auteurs américains. Nous devons 
reconnaitre avec Babudieri [84, 33, 34] que, chez tous nos germes 
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jeunes, cette « formation membraneuse », méme en révélant une 
nette structure fibrillaire, ne semble jamais donner naissance a des 
cils tels qu’on peut les observer sur d’autres photographies pour 
lesquelles la technique employée peut laisser supposer une alté- 
ration du matériel. 


38° Les rracettes. — A leur propos se manifestent des diver- 
gences d’opinion, c’est-a-dire d’interprétation des photographies 
électroniques. Certains admettent l’existence de flagelles [48, 49, 
24] et nient absolument celle de la formation membraneuse que 
nous venons d’étudier, d’autres raisonnent inversement {84, 38, 
34, 35, 36, 37]. Si l’on prend soin d’éliminer de la discussion 
ces filaments qui ne sont que des formes dérivées de la mem- 
brane, il demeure que chez certaines espéces le flagelle existe, 
nettement individualisé (Pl. I, fig. 1, 2, 3); il peut étre présent 
a une seule extrémité (Pl. III, fig. 8) ou aux deux (Pl. I, fig. 2), 
selon les espéces. Schaudinn [40], Noguchi [42], Levaditi [44], 
Manouélian {38, 39] et Seguin [9] l’avaient déja observé et décrit 
grace 4 la microscopie optique et les techniques électroniques ne 
font que confirmer leurs travaux. 

Il se décompose en quelques éléments dont le nombre varie de 
4 a 6 souvent réunis ensemble par une enveloppe (PI. I. fig. 1 a). 
La longueur totale du flagelle atteint parfois celle du germe. 

Leur insertion dans le corps du tréponéme est fréquemment 
subterminale (Pl. I, fig. 3a). Dans les espéces ot les flagelles 
terminaux existent, nous n’avons jamais observé cet aspect de 
pseudo-flagelle décrit par Babudieri [83] qui serait, plutdt qu’un 
flagelle vrai, un évidement de la membrane de revétement. 


4° Les cits. — Sur aucune de nos images, nous ne relevons 
la présence de cils vrais ou de formations correspondantes 
a ce que l’on dénomme habituellement ainsi chez les _bacté- 


ries [40, 44, 42]. 


5° L’axistyte. — Il est également absent. Babudieri insiste sur 
ce caractére négatif de la morphologie des tréponémes et en fait 
un important critére dans son essai de classification [43}. 


6° CorPS RONDS, GRANULES ET AUTRES ELEMENTS. — I] faut mettre 
en évidence et décrire ces formations, il faut essayer d’établir 
un diagnostic différentiel trés délicat avec d’autres formations 
analogues et qui sont d’indiscutables artefacts, il faut enfin envi- 
sager leur réle et leur intégration possible dans un cycle évolutf 
encore tres hypothétique. Notre but étant de décrire les adultes 
normaux, dans nos cultures de germes jeunes (6 a 8 jours) et 
convenablement lavés, nous n’avons rencontré que fort peu de 
ces productions. 
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Cependant la fig. 4 Pl. I ne peut pas étre considérée comme 
autre chose qu’un « corps rond » tel qu’il a été décrit par 
Morton [25]. Formes d’involution ? formes de résistance ? gra- 
nule ? stade défini d’un cycle qui serait luicméme constant ou 
facultatif selon les conditions biologiques ? Il nous semble que 
toutes ces questions doivent rester sans réponse, malgré une 
cinquantaine d’années de travaux et d’intéressantes tentatives [44], 
aussi longtemps que nous ne posséderons pas une technique per- 
mettant de suivre cinématographiquement au moins le dévelop- 
pement complet d’un germe isolé ou une technique cytochimique 
qui en donne la valeur exacte. 


CoNncLUSION. 


Nous avons voulu donner dans ce mémoire une représentation 
en microscopie électronique des germes adultes de quatre espéces 
de tréponémes anaérobies. Nous avons tenté une interprétation 
des différentes formations rencontrées et nous pensons avec 
Babudier: [48] que lapplication du microscope électronique a 
étude des tréponémes doit nous aider & mieux les connaitre et 
les classer. 

Nous rappelons que Bergey divisait l’ordre des Spirochetales 
en deux familles : Spirochetaceex de 30 a 500 u, de structure 
protoplasmique définie, jamais rencontrés en saprophytes chez 
les mammiféres supérieurs, et Treponematacex de 4 4 16 uw, sans 
structure protoplasmique définie. A l’intérieur de cette famille, 
trois genres : Borrelia, Treponema et Leptospira. Bergey classait 
les germes que nous décrivons ici T. refringens et T. phagedenis 
avec les Borrelia ; il prenait pour type du genre Treponema, a 
description de T. calligyra et décrivait sous le nom de T. gent- 
talis (Noguchi) probablement le germe que nous appelons 
T. minutum. A.-R. Prévot [45] admet T. minutum et T. calligyra 
dans le genre Treponema et maintient provisoirement dans le 
genre Borrelia, phagedenis et refringens. Dans sa nouvelle classi- 
fication, Babudieri [43], apportant de nouveaux et profonds rema- 
niements, maintient la famille des Spirochxtacex et, a l’intérieur 
de celle-ci, le genre Treponema défini par une absence de segmen- 
tation, absence d’axistyle, présence de crista et présence de 
flagelle. sod 

Nos recherches venant s’ajouter aux conclusions de Babudieri 
nous permettent de conclure que les quatre espéces décrites sont 
bien des tréponémes anaérobies : pour T. minutum et T. calligyra, 
c’est le maintien dans leur position; pour T. phagedenis et 
T. refringens, c’est leur passage dans le genre Treponema venant 
du genre Borrelia, genre qui disparait de la nouvelle classification 


italienne. 
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SUMMARY. 


A study under electronic microscopy of four species of anae- 
robic treponemas, isolated from venereal condylomas or chancres, 
maintained in pure culture and previously submitted to chemical 
analysis. 

The four species are characterized by differences in structure 
which are explained and commented upon. 

The authors maintain the typical Treponema species Treponema 
calligyra, and T. minutum, and suggest that T. refringens and 
T. phagedenis be classified under Treponemas and not as belon- 
ging to the order of Borrelia. 
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APPLICATION A LA TUBERCULOSE D'UNE TECHNIQUE 
DE FIXATION DU COMPLEMENT UTILISANT 
L’'HEMOLYSE A 50 P. 100. 


COMPARAISON DES RESULTATS OBTENUS AVEC CEUX © 
DE L’HEMAGGLUTINATION PASSIVE 


par Micne, VERON (*) 


(Institut. Pasteur, Service de la Tuberculose 
et Laboratoire de I’ Hépital) 


L’application 4 la tuberculose, en 1948, par Middlebrook et 
Dubos [4], d’une réaction d’hémagglutination et de sa variante 
hémolytique, semble avoir rejeté dans l’ombre les autres tech- 
niques sérologiques utilisées jusque-la dans cette maladie. Cette 
réaction consiste a faire agir des sérums tuberculeux sur des 
hématies ayant fixé un anligéne tuberculeux de nature polyosi- 
dique : en présence d’anticorps tuberculeux, les hématies de 
mouton s’agglutinent. 

Plus récemment, Boyden [2] réussit a fixer les antigénes tuber- 
culeux protéiques sur des hématies, en soumettant celles-ci 
a laction préalable de l’acide tannique: Grabar, Boyden et 
coll. {8} montrérent que l’hémagglutination de ces globules sensi- 
bilisés était due a la présence, dans les sérums_ tuberculeux, 
d’anticorps antiprotéiques différents des anticorps antipolyosi- 
diques. 

De nombreux travaux ont montré la multiplicité des antigénes 
extraits du bacille tuberculeux capables de réagir avec des anti- 
corps spécifiques (1). D’autres auteurs ont essayé de leur cété 
de fractionner les sérums tuberculeux : Cole et Favour [5] dis- 
tinguent ainsi neltement les anticorps antituberculoprotéiques, 
contenus dans la fraction IV-10 de Cohn (a-globulines), et les 
anticorps antipolyosidiques contenus dans la fraction II (y-globu- 
lines), confirmant ainsi les conclusions de Grabar et Boyden. 

La réaction de Middlebrook-Dubos détecte ces anticorps anti- 
polyosidiques ; les réactions tuberculiniques cutanées et les réac- 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 janvier 1956. 
(1) On pourra consulter, par exemple, sur ce sujet, les expériences 
récentes et les indications bibliographiques de Takeda [4]. 
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tions de type Boyden mettent en évidence les anticorps antituber- 
culoprotéiques. Il est done utile de mettre en ceuvre une ‘réaction 
qui permette de doser les anticorps antilipidiques d’un sérum 
tuberculeux. 

Tel a été notre but dans ce travail ot nous avons repris les 
techniques de fixation du complément avec un antigéne lipidique. 


CHOIX DE LA METHODE. 


Nous avons choisi une technique utilisant la lecture de l’hémo- 
lyse a 50 p. 100, de nombreux auteurs ayant montré, a la suite 
de Wadsworth et Maltaner [6], la supériorité de la précision 
d’une telle technique sur celles utilisant l’hémolyse a 100 p. 100. 

Dans une maladie comme la tuberculose, l’intérét diagnostique 
des épreuves sérologiques se double d’un intérét pronostique : il 
est done nécessaire d’utiliser une méthode quantitative qui per- 
mette de suivre |’évolution du taux des anticorps. 

La technique employée classiquement est celle de Calmette 
et Massol [7], dans laquelle le sérum étudié et l’antigéne sont, 
a doses constantes, mis en présence de quantités croissantes de 
complément. Mais il a été démontré que c’était le complexe anti- 
géne- anticorps qui seul fixait le complément; pour déceler des 
quantités croissantes d’anticorps, il faut donc faire réagir celui-ci 
avec des quantités croissantes d’antigénes: 11 y aura alors 
d’autant plus de complément fixé que le complexe antigéne-anti- 
corps sera plus abondant. Pour les réactions syphilitiques, 
Roulier utilise une technique basée sur ce principe [8], mais qui 
exige l’emploi d’un antigéne n’ayant pas de pouvoir anticomplé- 
mentaire. 

Nous avons choisi, pour nos réactions, Vantigéne méthylique 
de Boquet et Négre [9], qui nous a donné, au début de notre 
travail, les réactions les plus sensibles. Mais les fortes propriétés 
anticomplémentaires de cet antigéne nous ont empéché d’utiliser 
la technique de Roulier. Nous avons done modifié les méthodes 
quantitatives de cet auteur, et nous recherchons la dilution 1a 
plus faible de sérum qui, en présence de la quantité optimum 
d’antigéne, soit capable de fixer 1 unité de complément. 


PREPARATION DES REACTIFS. 


-L’eau. physiologique utilisée est une dilution de ClNa a 8,5 p. 1000 
dans l’eau distillée. 

Les sérums analysés sont décomplémentés par chauffage a 56° pen- 
dant trente minutes. Ils sont utilisés purs et dilués jusqu’au 1/32 
(ou 1/128 pour quelques rares sérums expérimentaux trés actifs). On 
vérifie que chaque sérum, pur et dilué au 1/2, ne posséde pas de 
pouvoir anticomplémentaire génant (témoins-sérums). 

La suspension antigénique est préparée avec Vantigéne méthylique 
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du commerce. Celui-ci est d’abord porté une dizaine de minutes 4 56° 
pour l’éclaircir, puis il est dilué A la concentration optima telle 
qu’elle est précisée par le dosage de l’antigéne. Pour faire cette suspen- 
sion antigénique, il faut ajouter A la quantité totale d’antigéne méthy- 
lique l’eau physiologique nécessaire, d’abord lentement, goutte a goutte 
et en agitant, puis plus rapidement : on obtient ainsi une suspension 
légérement opalescente et homogéne. Il est en effet indispensable de 
réaliser une suspension dans laquelle les molécules antigéniques ont 
toujours la méme taille; car la fixation du complément dépend de la 
taille de ces molécules. 

On réalise avec les hématies de mouton lavées une suspension dite 
standardisée suivant la technique photocolorimétrique de Roulier [8]. 
Pour nos mesures opacimétriques, nous disposions d’un_ photocolori- 
métre Coleman monocellule A réseau, gradué en densités optiques ; 


la densité optique (d. 0.) est définie par la formule: d.o. = log —* 

t 
ou I, est Vintensité de la lumiére incidente, et I, l’intensité de la 
lumiére transmise. Les mesures sont faites dans la cuve de section 
carrée de 1 cm de cété nécessitant un volume minimum de 3 ml de 
liquide, et avec une longueur d’onde de 520 mp (rayonnement vert) : 
le 100 p. 100 de transmission, qui correspond a la d. o. zéro, est établi 
avec de l’eau distillée. Nous réalisons une suspension globulaire a 
4 p. 100 dans l’eau physiologique, et nous l’amenons a une dilution 
telle que 0,5 ml de cette suspension, additionné de 5,5 ml d’eau 
distillée, fournisse une solution d’hémoglobine ayant une opacité de 
0,50 d.o. (correspondant a 31,5 p. 100 de transmission, puisque 


100 


Ojon d: On — log eo lie— lor 5 - Cette suspension standardisée, con- 


rE 
? 


servée a la glaciére, doit étre utilisée dans la journée. 

Le sérum hémolytique anti-globules rouges de mouton est titré sui- 
vant une technique décrite par Kent (Cf. Roulier [8]) : dans un premier 
temps, on définit par titrage lunité H 50 d’un complément quelconque 
en présence d’un trés fort excés de sérum hémolytique, puis, dans 
un deuxiéme temps, on cherche la dose minima de sérum hémolytique 
permettant d’obtenir encore 50 p. 100 d’hémolyse en présence de 
1 unité du complément précédemment titré. Nous avons utilisé dans 
toutes nos réactions 2 doses minima hémolytiques dans le volume 
de 0,5 ml. Le titre du sérum hémolytique pur reste stable plusieurs 
mois. Nous avons utilisé, aprés essais, le sérum hémolytique titré de 
l'Institut Pasteur a la dilution de 1/400. 

Dix minutes avant leur utilisation, les hématies de mouton sont 
sensibilisées en mélangeant a parties égales : 

Un volume de suspension globulaire standardisée ; 

Un volume de sérum hémolytique dilué au taux convenable (1/400) ; 

Un volume d’une solution 4 1 p. 1000 dans l’eau physiologique de 
SO,Mg, 7H,O, Vion Mg++ utilisé en quantité optima favorisant 
Vhémolyse. 


TITRAGE DU COMPLEMENT. 


Etant données les propriétés anticomplémentaires de l’antigéne 
utilisé, il faut déterminer l’action lytique du complément sur une 
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quantité fixe et choisie d’hématies de mouton, en faisant réagir, 
ces deux produits en présence de la quantité d’antigéne méthy- 
lique qui doit servir dans la réaction de fixation : nous verrons 
plus loin que cette dose est de 1 ml d’une dilution au 1/20. 


On dispose 11 tubes & hémolyse (pouvant étre centrifugés) sur un 
portoir métallique. Dans chaque tube, on introduit, dans lordre : 

Des quantités allant de 0,05, 0,10, 0,15... 4 0,50 ml de complément 
dilué au 1/10 (ou au 1/20 s’il est tres actif) ; le onziéme tube (témoin) 
ne recoit pas de complément ; 

La quantité d’eau physiologique nécessaire pour compléter d 0,5 ml 
le volume de liquide dans les 11 tubes ; 

1 ml d’antigéne méthylique dilué au 1/20. 

Apres agitation des tubes, le portoir est placé ou bain-marie 4 37° 
pendant quarante-cing minutes. Puis on ajoute dans chaque tube, 
avec un rhéométre, 1,5 ml de la suspension de globules rouges sensi- 
bilisés. Le portoir est 4 nouveau placé dans le bain-marie a 37° ; on 
’y laisse quarante-cing minutes pendant lesquelles les tubes doivent 
étre fréquemment agités. 

Au sortir du bain-marie, les tubes sont centrifugés ensemble & vitesse 
maxima (5000 t/m) pendant six minutes, ce qui permet de verser 
directement la solution d’hémoglobine dans la cuve du photométre, 
sans que le culot de centrifugation se détache. Les opacités, lues avec 
la longueur d’onde de 520 mu, sont exprimées en d. o. 

L’hémolyse des premiers tubes doit étre faible ou nulle, et celle des 
derniers doit étre presque totale, sinon il faut recommencer avec une 
dilution différente du complément. Le tube témoin ne doit présenter 
qu’une hémolyse trés faible (0 A 0,05 d.o.): celle-ci peut étre due 
a l’action hémolysante propre de l’antigéne méthylique ; mais une 
hémolyse atteignant 0,10 d.o. serait la conséquence d’une fragilité 
anormale des globules rouges, et obligerait & rejeter ceux-ci. 


Nous construisons sur du’ papier millimétré la courbe d@hémo. 
lyse, en portant en abscisses les volumes de complément au 1/10 
utilisés dans chaque tube, et en ordonnées les densités optiques 
correspondantes. 

La courbe d’hémolyse dessine approximativement un S (fig. 1) 
dont la branche supérieure est tangente 4 une droite horizontale 
qui fixe la d.o. de l’hémolyse totale. Nous avons vérifié que, 
dans les conditions de nos mesures, et avec une approximation 
suffisante, la loi de Beer-Lambert est applicable entre 0 et 
0,80 d.o. : la densité optique des solutions est donc, entre ces 
limites, proportionnelle a leur concentration en hémoglobine, 
c’est-a-dire au pourcentage d’hémolyse (compte non tenu des 
stromas globulaires en suspension). 

La droite, menée a mi-distance de celle de Vhémolyse totale 
et de l’axe des. abscisses, représente le niveau de l’hémo- 
lyse 50 p. 100; elle coupe la courbe d’hémolyse en un point ou, 
par définitition, nous dirons que la quantité de complément 
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correspondante est égale A 1 unité H 50, c’est-a-dire que cette 
quantité de complément est capable de provoquer, dans les condi- 
lions du dosage, l’hémolyse de 50 p. 100 des hématies sensibi- 
lisées. Toutes les unités employées dans nos réactions se référent 
a cette définition de l’unité H 50 et sont indépendantes des unités 
employées habituellement avec ’hémolyse a 100 p. 100. 

Le titre du complément est le nombre d’unités H 50 contenues 
dans 1 ml de complément pur. La figure 1 illustre le dosage d’un 


HEMOLYSE 100 % 


DENSITES OPTIQUES 
oO 
op) 
[e) 
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0,40 


0,20 
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fo) A 0,2 0,3 0,4 0,5 mi 
COMPLEMENT AU !jj19 


Fic. 1. — Titrage du complément. 


complément pris comme exemple : le niveau de Vhémolyse totale 
correspond a 0,90 d.o., et celui de V’hémolyse 50 p. 100 a 
0,45 d. o. ; lunité H 50 est contenue dans 0,08 ml du complément 
au 1/10. ‘Le titre de ce complément est donc 10: 0,08 = 125 unités 
par millilitre. Si avec les doses les plus fortes du complément 
on n’obtient pas avec précision le niveau de l’hémolyse totale, ‘1 
est nécessaire de refaire le titrage avec une dilution plus 
concentrée du complément. Le titre des compléments, déterminé 
par cette méthode, varie habituellement~ entre 50 et 1380 unités 
par millilitre. 


Nous avons effectué par cette méthode le titrage de l’action anti- 
complémentaire de l’antigéne méthylique vis-a-vis de plusieurs lots 


a 
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de complément. Cette action est trés faible ou nulle pour les fortes 
dilutions de l’antigéne, mais les quantités de complément qu’il faut 
introduire, pour qu’il en subsiste finalement 1 unité utilisable, aug- 
mentent d’autant plus que l’antigéne est plus concentré (fig. 2) : 
Vutilisation de l’antigéne méthylique a 1/5 nécessite l’emploi de trés 


grosses quantités de complément. La précision de la réaction devient 
alors tres incertaine, et nous avons souvent constaté dans ce cas des 
phénoménes non spécifiques dus 4 l’action propre de l’antigéne, mal 


VOLUMES DE COMPLEMENT AU Vig 


CONTENANT ! UNITE HSO LIBRE (en ml) 
Re) 
o 


heeo 320 Yeo Y20 V5 
ANTIGENE METHYLIQUE 


Fic. 2. — Pouvoir anti-complémentaire de J’antigéne méthylique. 
Résultats obtenus avec quatre compléments différents. 


inhibée par certains lots de compléments. En pratique, la dilution de 
l’antigéne doit donc étre égale ou supérieure a 1/20. 


REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT. 


Nos premiers essais furent faits avec la technique de Kolmer 
de fixation du complément a froid (seize a dix-huit heures 
4 0-+ 4° .C), mais nous avons da y renoncer, car le pouvoir anti- 
complémentaire de l’antigeéne méthylique semblait augmenter 
avec le temps, et donnait lieu 4 de fausses réactions positives dans 
les tubes contenant beaucoup d’antigéne (sérums dilués au dela 
de la positivité, témoins-antigéne) ou ne contenant pas assez de 
sérums (fortes dilutions faussement positives). 
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Nous avons done utilisé une technique de fixation du comple- 
ment & 37° pendant quarante-cing minutes, qui a un triple avan- 
tage : 

a) Le pouvoir anticomplémentaire de l’antigéne est faible et sur- 
tout régulier : nous l’avons trouvé assez peu modifié par adjonc- 
tion, sous la forme de sérums négatifs plus ou moins dilués, de 
quantités variables de protéines ; 

b) On fait agir dans les mémes conditions l’antigéne sur le 
complément dans le premier temps des réactions, tant pour le 
dosage du complément que pour la réaction de fixation elle- 
méme ; 

c) On utilise, pour les réactions de dosage et de fixation du 
complément, la méme suspension standardisée d’hématies, 
conservée a la glaciére au cours de la journée. 


Pour chaque sérum analysé, préalablement décomplété, on verse 
0,1 ml de dilutions allant de 1/1, 1/2... a 1/82 dans une série de 
6 tubes-réaction, plus 2 tubes témoins-sérum supplémentaires avec le 
sérum pur et au 1/2. Chaque jour, il est bon de faire un controle 
de la technique avec un sérum témoin positif de titre connu. 

On ajoute ensuite 1 ml de la suspension au 1/20 de l’antigéne 
méthylique dans chaque tube-réaction, et 1 ml d’eau physiologique 
dans chaque tube témoin-sérum ; puis, dans tous les tubes, 0,4 ‘ml 
de complément A la dilution convenable pour contenir 2 unités H 50 
dans ce volume: si le titre du complément est de 80 unités/ml, par 

2 al 


exemple, il faudra le diluer a = = 
£ 80 x 0,4 16 
dans 0,4 ml. 

On prépare en plus 3 tubes témoins : 

1° Témoin-antigéne, contenant 1 ml d’antigéne, 0,4 ml de complé- 
ment (2 unités H 50), 0,1 ml d’eau physiologique ; 

2° Témoin-complément, contenant 0,4 ml de complément (2 unités 
H 50) et 1,1 ml d’eau physiologique ; 

38° Témoin des globules rouges sensibilisés, contenant 1,5 ml d’eau 
physiologique. 

La totalité des tubes, contenant chacun 1,5 ml de liquide, est mise 
a incuber pendant quarante-cing minutes au bain-marie 4 37°. Puis 
chaque tube recoit 1,5 ml de globules rouges sensibilisés. Les portoirs 
soit laissés A nouveau quarante-cing minutes au bain-marie A 37°, en 
étant agités toutes les dix minutes. 

Enfin, comme pour le dosage du complément, les tubes sont centri- 
fugés, Vhémolyse est lue au photométre, et la courbe d’hémolyse est 
inscrite pour chaque sérum sur du papier millimétré. 


pour avoir 2 unités 


Nous utilisons, dans la réaction, 2 unités H 50 de complément. 
Lorsque nous obtenons exactement une hémolyse de 50 p. 100 
des hématies, nous dirons qu’il restait 1 unité de complément 
pour agir sur le systeme hémolytique (hématies sensibilisées), 
et que, par conséquent, le premier systeme antigéne-anticorps 
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tuberculeux a fixé également 1 unité de complément. Si nous 
avons une hémolyse supérieure a 50 p. 100, le complexe tuber- 
culeux a fixé moins d’une unité de complément, et la réaction 
sera dite négative ; au contraire, si l’hémolyse est inférieure 
1 50 p. 100, la réaction sera considérée comme positive. 


On s’assure, avec un coefficient d’erreur possible de 5 p. 100: 

1° Que l’hémolyse du témoin des globules rouges sensibilisés n’est 
pas supérieure 4 0,05 d.o. ; 

2° Qu’on retrouve dans le témoin-antigeéne le méme degré d’hémo- 
lyse que celui obtenu, lors du titrage du complément, avec 2 unités 
de celui-ci (par exemple, 0,82 d.o. sur la fig. 1) ; 

3° Qu’on retrouve dans le témoin-complément et dans la plupart des 
témoins-sérums la d.o. qui correspond a l’hémolyse totale obtenue 
lors du titrage du complément. Certains sérums sont trés colorés et 
ont une opacité propre qui peut s’ajouter a celle de l’hémolyse. Pour 
les sérums anticomplémentaires, la réaction ne sera lisible que si !e 
pouvoir anticomplémentaire est pratiquement annulé dans le tube 
témoin ot le sérum est dilué au 1/2. 


On choisit donc, pour la réaction de fixation, le méme niveau 
d’hémolyse totale que celui qu’on a obtenu dans le dosage du 
complément ot la précision de la détermination est plus grande. 
Pour chaque sérum, on note le point d’intersection de la courbe 
dhémolyse avec la ligne d’hémolyse H 50 : l’abscisse de ce point 
indique la dilution sous laquelle 0,1 ml du sérum fixe 1 unité 
H 50 de complément. Le titre du sérum est le nombre d’unités 
50 p. 100 de complément qui seraient théoriquement fixées par 
1 ml du sérum pur. 


La figure 3 est relative a la fixation du complément par deux sérums, 
avec un complément dont le dosage a fourni les résultats inscrits sur 
la courhe de la figure 1. Dans le dosage du complément, lopacité de 
Vhémolyse totale étant de 0,90 d.o., nous prenons le méme chiffre 
pour la lecture de la réaction de fixation ; l’ordonnée de 1|’hémolyse 
i 50 p. 100 est donc égale 4 0,45 d.o. D’aprés le graphique, nous 
dirons que 0,1 ml du sérum A au 1/8 a fixé 1 unité de complément : 
le titre du sérum A est donc de 80 unités/ml. Si l’abscisse du point 
d@hémolyse 50 p. 100 tombe entre 2 dilutions, ce qui est le cas le 
plus fréquent, Ja dilution théorique correspondante est obtenue graphi- 
quement sur une droite tracée une fois pour toutes sur du papier 
semi-logarithmique : cette droite indique la dilution (échelle logarith- 
mique) correspondant & la valeur absolue, exprimée en millimetres 
(échelle millimétrique), de la projection sur l’axe des x de la partie 
de la courbe d’hémolyse située au-dessous du niveau 50 p. 100 (vecteur 
de positivité du sérum). 

Par exemple, pour le sérum B, le vecteur de positivité du sérum 
a une abscisse de 17,5 mm qui correspond a une dilution théorique 
de 1/1,5: le titre du sérum B est donc de 15 unités/ml. 

Tl faut signaler que la précision du chiffre trouvé est bien supérieure 
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pour les titres faibles (10 & 20 unités) que pour les titres forts (au dela 


de 100 unités). 
Les sérums négatifs sont ceux qui titrent moins de 10 unités/ml, 


c’est-d-dire ceux qui sont négatifs avec 0,1 ml de sérum pur. 


La méthode de dosage de l’antigéne emploie cette méme tech- 
nique : on titre les unités fixatrices d’un sérum en présence de 
dilutions variables d’antigéne, et l’on choisit comme titre optimum 
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Fic, 3. — Réaction de fixation du complément. 
Exemple de deux sérums tuberculeux. 


d’antigene celui qui donne une réaction positive avec la dilution 
la plus forte du sérum. Nous avons effectué ce titrage avec 
2 sérums de bovins, 1 de cobaye et 2 d’hommes, tous sujets 
tuberculeux, et avec 2 sérums de lapins hyperimmunisés par de 
fortes doses de BCG. Dans tous les cas, un maximum de sensi- 
bilité se produisait nettement avec la suspension A 1/20 de l’anti- 
géne méthylique. Si le titre du sérum est faible, la réaction est 
ee avec des dilutions de Vantigéne méthylique allant de 1/20 
a ° 

C’est finalement le titre de 1/20 que nous avons adopté pour 
toutes nos réactions en série. 
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R&suLTATs. 


En plus de notre technique de fixation du complément, nous 
avons pratiqué systématiquement pour tous les sérums examinés 
la réaction d’hémagglutination passive de Middlebrook et Dubos 
suivant la méthode classique [40] (hématies de mouton, saturation 
des agglutinines naturelles, premicre lecture aprés centrifuga- 
lion...) : nous avons considéré comme positifs les sérums donnant 
encore I’hémagglutination avec des dilutions égales ou supé- 
rieures 4 1/16 pour les sérums humains et de cobayes, et a 1/32 
pour les sérums de bovins. 

Le nombre de résultats que nous rapportons ici — une cinquan- 
taine (2) — ne permet pas des conclusions deéfinitives, et nous 
n’émettrons donc que des suggestions sur la valeur pratique de 
notre réaction. 

La spécificité de la réaction parait bonne puisque les 8 sérums 
d’individus sains cliniquement indemnes de tuberculose que nous 
avons examinés sont tous négatifs, alors que le taux d’hémagelu- 
tination variait entre 0 et 1/16. Toutefois, si une amélioration 
technique permettait d’augmenter la sensibilité de la réaction, 
cette augmentation se ferait sans doute aux dépens de la sensi- 
bilité. 

Les 20 cas de tuberculose spontanée que nous rapportons ont 
tous été confirmés bactériologiquement. Ils se répartissent ainsi 
(Cf. tableau I) : 

1° Neuf cas de tuberculose humaine ot les réactions sérolo- 
giques sont variables : 

Cing fois négatives toutes les deux ; 

Deux fois positives toutes les deux (n* 43 et 46), sans qu’il y 
ait proportionnalité entre les degrés de positivité ; 

Deux fois discordantes (n° 45 et 47), ?hémagglutination étant 
négative (1/2) et la fixation du complément positive (16 ct 
14 unités). 

2° Onze cas de tuberculose bovine ot les réactions tuberculi- 
niques sont toutes positives, et ot les résultats sérologiques sont 
les suivants : 

Deux fois les deux réactions sont négatives (n° 15 et 22) ; 

Huit fois elles sont positives ; 

Une fois elles sont discordantes (n° 23): Vhémagglutination 
est positive (1/128) et la fixation du complément négative.— 

Nous avons étudié également 23 cas de tuberculose expérimen- 
tale ot le contréle bactériologique de l’infection a été fait a 
Vautopsie des animaux. 


(2) Nous remercions vivement M. Boisvert pour tous les sérums expé- 
rimentaux qu’il a bien voulu nous fournir. 
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Tanteau TI. — Résultats comparés de l’hémagglutination 
et de la fixation du complément dans quelques cas de tuberculose. 


Mois de|Hémagglu-| Fixation 
Renseignements cliniques tination| du C? 
5 


méningite traitée abe 
o méningite trés récente 0,5 
oo infiltrat pulmonaire excavé 4 
ae miliaire traitée a 
o.8 miliaire trés récente 0,5 
o 3 infiltrat pulmonaire 5 
aie tuberculose intestinale akan 
a adénite 6 
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1° Les sérums hyperimmunisés (n°® 11, A313 et A314) donnent 
en général des réactions fortement positives, avec des variations 
tenant a individu et au mode d’immunisation. 


2° En cas d’inoculation virulente unique, les résultats sont plus 
souvent positifs si la tuberculose est généralisce (n* 26 a 30, 
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35, 37 a 39, 49, 50) que si elle est régressive ou reste localisée 
a un ganglion ou un abcés. Dans le premier groupe, nous avons : 
Trois fois les deux réactions positives ; 
Quatre fois les deux réactions négatives ; 
Quatre fois des résultats discordants (n° 29, 35, 39, 50). 
Dans le deuxiéme groupe, par contre : 
Cing fois les deux réactions ont été négalives ; 
Quatre fois elles ont été discordantes (n°* 31, 40, 42, 51). 


En résumé, les résultats ont été discordants trois fois sur vingl 
dans la tuberculose naturelle, et huit fois sur vingt-trois dans ia 
tuberculose d’inoculation, en faveur de lune ou J’autre réaction. 

Ces chiffres suffisent & eux seuls pour justifier la mise en ceuvre 
conjointement, dans la tuberculose, des deux méthodes sérologiques 
qui ne mettent sirement pas en évidence les mémes anticorps. 

L’application a la tuberculose d’une technique précise de fixa- 
tion du complément utilisant ’hémolyse 4 50 p. 100 nous est 
apparue comme susceptible de fournir des indications quantita- 
tives suffisamment précises pour étre reproductibles d’une fois 
a l'autre et permettre ainsi de suivre la variation du taux des 
anticorps au cours de l’affection. 


SUMMARY. 


It has appeared of interest to adapt to tuberculosis the modern 
technique of complement-fixation destined to complete the passive 
haemagglutination reaction of Middlebrook and Dubos utilized 
currently. 

One uses a photocolorimetric method giving a reading of 
50 °/, haemolysis which allows the titration of complement and 
constitules a more precise technique of fixation than with the 
haemolysis at 100 %. The tuberculosis antigen utilized is the 
commercial methylic antigen. 

It has been established that there is a discrepancy in the results 
of haemagglutination and of complement-fixation, in favour of one 
or other of these reactions, 3 out of 20 in the case of natural 
tuberculosis, and 8 times out of 23 in the case of experimental 
tuberculosis, suggesting that these two reactions demonstrate 
different antibodies. 
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CORPS DE METCHNIKOFF-SCHAUMANN 
CHEZ LE HAMSTER DORE INOCULE AVEC DU BCG 


par A. SAENZ [Fils] (*). 


(Unstitut de Phtisiologie 
et Chaire de Clinique de la Tuberculose de Montevideo 
[Directeur : professeur Fernanno D. Gomez]) 


Au cours de ses études sur l’immunité, E. Metchnikoff, en 1888, 
établit le pouvoir phagocytaire des cellules géantes dans la tuber- 
culose [4]. 

Pour ses expériences, cet auteur s’est servi d’un rongeur 
d’Odessa (Spermophilus guttatus) inoculé avec une émulsion de 
bacilles tuberculeux type humain. 

Quelques années plus tard, en 1892 [2], il constata qu’un autre 
rongeur, la gerbille de l’Afrique du Nord (Gerbillus campestris), 
aprés l’inoculation du bacille tuberculeux, présente, a l’intérieur 
des cellules géantes, des inclusions spéciales de forme arrondie, 
trés souvent lamellaires, auxquelles il donna le nom de « ROTDS 
concentriques ». 

Etant donné les doses massives microbiennes qu’il fallait pour 
tuberculiser ces animaux, il conclut que les corps concentriques 
existant dans les cellules géantes étaient dus a V’influence d’un 
terrain peu favorable, c’est-a-dire résistant au bacille tuberculeux. 

Un peu plus tard, Schaumann [8] présenta a la Société de 
Dermatologie de Paris un premier mémoire sur le lupus pernio, 
ott il constatait Videntité des lésions décrites par Besnier [4] en 
1889 avec le tableau anatomo-clinique appelé sarcoide, dix ans 
plus tard, par Beeck [5]. 

Le orand mérite de cet auteur a consisté, en se basant sur le 
résultat de son étude sur les Iésions viscérales et osseuses du 
méme type histologique que celles trouvées par ses prédécesseurs, 
a avoir élargi le tableau pathologique de l’affection, qui cesse 
d’étre une dermatose pour acquérir la hiérarchie d’une « maladie 
systématique » parfaitement définie, montrant une prédilection 
particuliére pour le systéme lymphatique, qu'il appelle lympho- 
granulomatose légére [6]. 

Cette nouvelle entité nosologique, maladie de Besnier-Boeck- 
Schaumann ou sarcoidose, a l’étiologie jusqu’a présent obscure, 


(*) Manuscrit recu le 6 janvier 1956. 
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présente cependant une caractéristique anatomo-pathologique bien 
définie, et que tous les auteurs admettent actuellement. Les lésions 
se présentent sous l’aspect de nodules bien délimités, de cellules 
épithélioides qui possédent, en plus, plusieurs cellules géantes 
i leur périphérie ou centrales, quoique celles-ci puissent manquer 
parfois ; ces nodules infiltrent la structure normale de l’organe 
atteint, mais ils ne montrent jamais de nécrose ni de caséification 
au cours de leur évolution ; c’est le « hard tubercle », tubercule 
dur des auteurs américains (Longcope |7)). 

Il se produit une disparition du collagéne et les nodules finis- 
sent en fibrose. Ces images ont été trouvées par Schaumann chez 
ses premiers malades avec la particularité que, dans certains cas, 
les cellules géantes renfermaient des inclusions de forme arrondie, 
et parfois d’aspect calcifié, identiques aux corps concentriques 
de Metchnikoff. 

Les images présentées par Schaumann au Congrés de Copen- 
hague montrent une similitude extraordinaire de ces deux forma- 
tions [8]. 

En établissant de la sorte Videntité de ces inclusions, Schau- 
mann invoque une méme étiologie et il admet, d’autre part, que 
leur apparition est liée 4 des conditions défavorables de dévelop- 
pement du bacille tuberculeux qui, chez ces malades atteints 
de lymphogranulomatose légére, se modifierait, se transformant 
en éléments de type mycotique tels que le streptothrix. Dans un 
de ses derniers travaux, Schaumann [9] emploie le colorant de 
Halberg et il établit que le bacille de Koch est capable de produire 
des corpuscules similaires 4 ceux observés dans la sarcoidose. 

Nous n’allons pas discuter maintenant cette opinion étiologique 
que beaucoup d’auteurs n’admeltent pas et qui constitue l'un des 
chapitres les plus obscurs de la pathologie, mais il s’impose de 
faire remarquer que les inclusions observées premi¢rement par 
Metchnikoff et plus tard par Schaumann sont une réalité puis- 
qu’elles ont été observées aussi chez des malades atteints de 
sarcoidose par un grand nombre de chercheurs, comme nous fe 
verrons plus loin. 

Dans un travail antérieur, publié dans ces Annales [40, 44], nous 
avons étudié l’action du BCG inoculé au hamster doré (Mesocri- 
cetus auratus) en employant des doses et des voies d’inoculation 
différentes. ie 

Nos recherches nous ont permis de conclure que le BCG ne 
produit jamais de lésions de tuberculose généralisée chez !e 
hamster doré. Son action se limite & provoquer uniquement une 
réaction générale de tout le systéme réticulo-endothélial, avec 
absence de lésions macroscopiques spécifiques et montrant, du 
point de vue microscopique, des infiltrations micronodulaires de 
cellules épithélioides et de type lymphomonocytaire, dans le foie, 
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Fic. 1. — Rate. 
Cellule du type Langhans présentant un corps de Metchnikoff-Schaumann 
a double contour. 


Fic. 2. — Foie. Corps de Metchnikoff-Schaumann 4 l’intérieur d’une cellule géante. 
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dans la rate et dans les ganglions. Nous avions aussi insisté sur 
l’absence de nécrose et de caséification et aussi sur le fait que 
la mort était due a V’intoxication de nos animaux produite par 
la désintégration des corps bacillaires, ainsi qu’a une modification 
de la structure normale des organes. Pour les 44 hamsters ino- 
culés avec du BCG (voir notre précédent travail), nous avons 
soumis les différents organes (ganglions, foie et rate) 4 un examen 
histologique. Cette nouvelle recherche nous a permis de constater, 
sur les 44 hamsters inoculés, dans le foie et la rate de 7 d’entre 
eux, en plus des lésions que nous avons décrites précédemment, 
des cellules géantes qui contenaient a4 leur intérieur des corps 
typiques de Metchnikoff-Schaumann. 

Dans le tableau ci-joint, nous avons résumé lés caractéristiques 
de chaque cas, ayant précisé les doses et les voies d’inoculation 
employées, ainsi que les organes ow nous avons trouvé ces forma- 
tions si évidentes dans les cellules géantes, en établissant aussi 
leur fréquence. 

1° Dans nos recherches, nous classons comme « fréquente » 
la présence des corps M-S, quand aprés avoir parcouru dans 
une méme lame environ dix champs microscopiques, nous trou- 
vons non moins de 5 de ces corps. 

2° Nous disons « trés fréquente », quand ce nombre est supé- 
rieur. 

3° Quand le nombre de corps est inférieur 4 5, nous disons 
« peu fréquente ». 

Ces expériences sont résumées dans le tableau. La premiére 
colonne donne le numéro des animaux inoculés, la deuxiéme, Se 
numéro des protocoles correspondants, la troisiéme, les doses 
inoculées ; la quatriéme colonne marque la voie d’inoculation, 
la cinquiéme, les organes ¢tudiés, et enfin, la sixiéme, la fré- 
quence. 


PROTOCOLE ORGANES FREQUENCES 


périt. Foie. Fréquentes. 
; Rate. Fréquentes. 
périt. Rate. Fréquentes. 
Foie. Fréquentes. 
f Foie. Fréquentes. 
périt. Rate. Trés fréquentes. 
; Rein, Peu fréquentes. 
périt. Foie. Fréquentes. 
suk Rate. Fréquentes 
périt. Foie. Fréquentes. 
périt. Foie: Fréquentes. 
sous-cut. |Rate. Peu fréquentes. 
Ganglions. Trés fréquentes. 
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Fic. 3. — Ganglion. 
Corps de Metchnikoff-Schaumann 4 Vintérieur des cellules géanies. 


Fic. 4. — Foie. Aspect laminaire concentrique de corps de Metchnikoff-Schaumann 
a Vintérieur d’une cellule géante. 
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Les corps de Metchnikoff-Schaumann sont rarement extra- 
cellulaires ; ils se trouvent presque toujours a Vintérieur des 
cellules géantes. 

Ces cellules, parfois, présentent le type de cellules de Langhans, 
avec le cytoplasme coloré en rose ; les noyaux ovoides de couleur 
violet pale sont a la périphérie sous l’aspect caractéristique de 
« noyaux en couronnes ». Dans ces conditions, a l’extrémiteé 
opposée se trouvent, face & la couronne, les corps de Metchnikoff- 
Schaumann. Les cellules géantes atypiques sont plus fréquentes 
que celles de Langhans ; les noyaux, distribués irréguliérement 
a Vintérieur du cytoplasme, se présentent comme des corps 
étrangers, au centre de celui-ci, ou bien, entourant en forme irré- 
guliére les inclusions. Généralement, le cytoplasme est éosinophile 
et granuleux contenant parfois de petites vacuoles, signe que 
la cellule doit s’adapter 4 l’inclusion polymorphe ; dans ces deux 
formes les noyaux sont nombreux; on en comple généralement 
plus de dix. 

Les inclusions type Metchnilkoff-Schaumann que l’on trouve 
a lintérieur des cellules géantes sont bien colorées en violet par 
Vhématoxyline. 

De forme ovale ou légérement sphérique, elles présentent 
parfois des laminations concentriques, comme l’avait observé 
Metchnikoff, et parfois elles présentent aussi un double contour 
a point central bien coloré. 

Lorsque deux de ces formations se joignent 4 lintérieur d’une 
méme cellule géante, lVaspect est semblable a une levure en 
gemmation. 

Quelques-unes d’entre elles, plus colorées que les autres, 
apparaissent comme ayant subi une calcification. 

Leur position a l’intérieur des cellules peut étre polaire, lors- 
qu'il s’agit du type Langhans, ou bien centrale ou latérale, ce 
qui est Je plus fréquent. 

Ces formations peuvent se trouver isolées, mais elles se grou- 
pent trés souvent par deux ou trois dans un méme champ. 

Lorsgu’on emploie la voie intrapéritonéale pour l’inoculation 
du BCG, elles sont nombreuses dans le complexe adéno-hépato- 
splénique ; avec prédominance dans le foie et dans la rate. Quand 
on emploie la voie sous-cutanée, ces éléments sont plus abon- 
dants dans les ganglions satellites correspondant au point d’ino- 
culation. 

Nous avons observé dans un seul cas des corps de Schaumann 
a Vintérieur de cellules géantes atypiques dans la zone corti- 
cale du rein. Ces corps étaient isolés. D’autre part, nous n’y 
avons pas trouvé d’éléments du type épithélioide, comme nous 
les avons constatés dans les autres viscéres (foie, rate). 

Les photomicrographies qui accompagnent ce travail illustrent 
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Fic. 5. — Rate. 
Aspect concentrique laminaire d’un corps de Metchnikoff-Schaumani 


Fic. 6. — Rate. Aspect caractéristique des corps de Metchnikoff-Schaumann 
\ Vintérieur des cellules géantes. 
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les différents aspects des corps de Metchnikoff-Schaumann que 
nous avons décrits. Nous n’avons pas constaté d’inclusions du 
type des corps astéroides que |’on trouve fréquemment dans ‘a 
sarcoidose, sans qu’il s’agisse d’un signe spécifique, de méme 
que les corps de Schaumann que l’on peut vow d’autre part, 
d’aprés Rich, dans la lymphogranulomatose vénérienne. 

Si nous voulons situer dans la pathologie ces formations pro- 
duites par le BCG chez le hamster, nous voyons qu’elles ont été 
trouvées : 

1° Dans la sarcoidose humaine ; depuis que Schaumann les a 
vus dans les ganglions lymphatiques et dans les amygdales de 
ses premiers cas, en 1917, les corps qui portent son nom ont 
été trouvés fréquemment par de nombreux chercheurs. Long- 
cope [7], dans un travail ot il étudie 31 cas de cette maladie, 
décrit, avec les mémes caractéristiques, ces inclusions, et il fait 
remarquer la fréquence de la calcification, en montrant une lame 
de ganglion ot elles se montrent nettement dans toute leur 
évidence. 

Ricker et Clark [42], dans une révision clinique et pathologique 
de 300 cas, mettent en valeur l’importance de ces formations au 
point de vue du diagnostic histo-pathologique de Jl affection, 
quoiqu’ils leur attribuent seulement une importance relative de 
spécificité ; d’aprés ces auteurs, on les trouverait dans 1 p. 100 
des cas. Ils font également remarquer la lamination typique 
concentrique et la profonde basophilie. 

EK. Rubin et M. Pinner [43], la méme année, décrivent un cas 
avec autopsie, parfaitement étudié, combiné avec une infection 
tuberculeuse concomitante au stade terminal ; ils trouvent a coté 
des zones typiquement tuberculeuses avec caséification évidente, 
des formations du type du tubercule dur avec des corps de 
Schaumann calcifiés. 

Ils font une révision de 26 cas autopsiés décrits dans la litté- 
rature, et trouvent les formations. calcifiées des corps de M-S 
dans les cas de Mylius et Schurmann, de Berg et Bergstrand et 
dans celui de Kraus. 

2° Dans différentes maladies ; d’aprés Rich [44] les corps de 
M-Schaumann se trouveraient dans les leishmanioses expérimen- 
tales, comme l’a constaté Germuth, de méme que dans la lympho- 
granulomatose vénérienne d’aprés Bang et Rich. 

D’autre part, Nanta et Chatellier [45] ont trouvé des forma- 
tions similaires dans la mélanodermie. 

3° Dans la tuberculose expérimentale du hamster ; Griffith et 
Pagel [46] ont fait une étude méthodique des diverses souches 
de bacilles tuberculeux chez le hamster. 

Quoiqu’ils ne parlent pas de la présence des corps de Schau- 
mann, ils décrivent et montrent dans une lame, des cellules 
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Fic. 8. — Foie. 
Deux corps de Metchnikoff-Schaumann 4 Vintérieur 


d'une cellule géante. 
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eéantes avec inclusions d’aspect concentrique dans le foie d’un 
animal inoculé avec le bacille aviaire. 

Plus tard, Giroux [417] parle de la présence de « corps concen- 
triques de Metchnikoff » dans le foie de deux hamsters inoculés 
avec 1.5 mg d’une souche bovine tuberculeuse. 

Dennis et collaborateurs [48], en employant la souche humaine 
H37Rv, trouvent également dans trois cas; des corps de M-Schau- 
mann dans le foie des animaux inoculés. 

4° Dans les pieces d’exérése provenant de malades traités 
a lisoniazide. 

Ce fait est des plus surprenant, mais, si nous considérons 
seulement des cellules géantes non parasitées, notre attention est 
attirée par la similitude de celles-ci avec les cellules géantes du 
type corps étranger décrites par Canetti [49]. 

La présence de corps de Metchnikoff-Schaumann dans des 
cellules géantes de pieces d’exérése de tuberculeux traités a Viso- 
niazide a été observée par Denst. 

Cet auteur, dans une élude de 11 résections d’organes de 
malades traités 4 lVisoniazide, trouve des corps de M-S dans deux 
cas, en fdisant remarquer que ces corps étaient nombreux dans 
un cas de bronchiectasie tuberculeuse avancée [20]. 

Dans un travail plus récent, Poppe et Figueredo et D. de 
Paola [24], sur un total de 50 piéces d’exérése d’organes de 
malades trailés, trouvent dans deux cas a lintérieur des cellules 
géantes, des inclusions similaires a celles qui ont été décrites 
dans la sarcoidose. 


CONCLUSION: 


Encore une fois, nous n’allons pas entrer dans la discussion 
sur la relation étiologique spécifique, directe ou indirecte, pro- 
bable ou non, entre la sarcoidose et la tuberculose. Nous ne 
pouvons le faire faute de documents probants. 

Mais nous ne pouvons pas ne pas faire remarquer la similitude 
qui existe entre la sarcoidose, considérée par Pautricr et son 
école comme une maladie systématique, « une réticulo-endothé- 
liose », et la réaction du systeéme réticulo-endothélial déchainée 
chez le hamster par le BCG. 078 ; 

D’autre part, il est bien connu que le BCG se caractérise 
hiologiquement par l’absence d’activilé caséifiante ou nécrosante. 
Il ne faut done pas s’étonner, s'il présente dans la totalité du 
secteur adéno-hépato-splénique des réactions histologiques ressem- 
blant 4 une réticulo-endothéliose telle qu’on la trouve dans la 
maladie de Besnier-Boeck-Schaumann et s’il provoque au point 
de vue histo-pathologique les réactions nodulaires non typiques 
que nous avons décrites dans notre travail précédent. 
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Fic. 9. — Rate. Aspect de gemmation de deux corps de Metchnikoff-Schaumann 
4 Vintérieur d’une cellule géante. 


Fic. 10. — Ganglion. Corps de Metchnikoff-Schaumann dans les cellules géantes. 
On trouve aussi des zones calcifiées. 
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L’objet de ce travail est de montrer par l’expérience que les 
corps de Metchnikoff-Schaumann ont été trouvés chez 7 sur 
44 hamsters inoculés avec du BCG. 

Encore une fois, nous ne connaissons pas la signification réelle 
du corps de Schaumann, lequel, comme nous avons pu le cons- 
tater, apparait dans des conditions et dans des maladies diffé- 
rentes. 

Méme si on le considére comme une expression du conflit du 
systéme réliculo-endothélial, il reste a élucider les conditions qui 
sont nécessaires A son apparition. 


SUMMARY. 


In 7 out of 44 hamsters inoculated with BCG the author has 
been able to identify Metchnikoff-Schaumann’s corpuscles, mostly 
in the interior of giant cells in lymph glands, liver and spleen. 
The significance of these formations, and the resemblance between 
the histology of sarcoidosis and the non specific reticulo-endothe- 
lial lesions found in hamsters after inoculation with BCG are 
ciscussed. 
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RECHERCHE DE LA REAGINE SYPHILITIQUE 
A L’AIDE DE LA REACTION DE CONGLUTINATION 


par M. FAURE et F. DAOULAS-Le-BOURDELLES (*) 
(avec la collaboration de J. MARECHAL). 


(Unstitut Pasteur) 


La réaction de conglutination permet de mettre en évidence 
certains complexes antigéne-anticorps qui ne sont pas décelés par 
la réaction d’hémolyse de Bordet-Gengou [41]. Dans les cas ow ces 
deux types de réaction donnent des résultats positifs, on a cons- 
taté que la conglutination est souvent plus sensible que l’hémo- 
lyse [2, 3, 4]. C’est pourquoi nous avons cherché, avec le systeme 
réagine syphilitique-cardiolipide, quels résultats donnait la réac- 
tion de conglutination comparalivement a la réaction de fixation 
du complément de Kolmer et a la réaction d’agglutination de 
Kline. 


Nous rappelons le principe de la réaction de conglutination qui est 
analogue a celui de la réaction de Bordet-Wassermann. 5 

Dans le premier temps de la réaction, on met en contact le sérum 
a examiner, l’antigéne et du complément « non hémolytique ». Si 
ce sérum renferme l’anticorps correspondant a l’antigéne introduit, 
il y a fixation du complément par le complexe antigéne-anticorps 
formé. Si le sérum ne renferme pas d’anticorps, le complément reste 
libre. 

Dans le deuxiéme temps de la réaction, on ajoute des globules de 
mouton et du sérum de boeuf qui renferme un anticorps naturel anti- 
globules de mouton et de la conglutinine. L’anticorps anti-globules se 
fixe sur les hématies, et le complément, s'il est présent, se fixe a son 
tour sur cet « immun-complexe » sans en provoquer la lyse.. La 
conglutinine intervient alors en entrainant une agglutination massive 
des globules. En absence de complément la conglutinine est incapable 
d’agglutiner les globules. Une réaction positive se traduit donc par 
une inhibition de l’agglutination des globules. 


Pour effectuer ces réactions de conglutination, nous utilisons 
du sérum frais de cheval comme complément non hémolytique et 
du sérum de boeuf chauffé a 56° comme source de conglutinine 
et d’anticorps anti-globules de mouton. Nous employons le méme 


(*) Manuscrit recu le 18 janvier 1956. 
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antigeéne que pour la réaction de Kolmer (solution alcoolique de : 
eardiolipide, 0,02 p. 100; lécithine, 0,1 p. 100; cholestérol, 
0,4 p. 100). Tous les éléments entrant dans la réaction : complé- 
ment, anticorps anti-globules, conglutinine, antigéne, sont titrés 
avant d’étre utilisés. La fixation de 2 unilés de complément en 
présence de la quantité optimum d’antigéne est réalisée en une 
heure a la température du laboratoire et la conglutination des 
globules est effectuée a 37° pendant une heure. On hit les résultats 
en observant l’aspect agglutiné ou non du culot des globules 
deposés au fond des tubes quinze minutes aprés leur sortie du 
bain-marie a 37°. 

Les sérums des sujets présumés syphilitiques, aprés avoir été 
chauffés trente minutes a 56°, sont dilués de demi en demi avec 
de Veau physiologique et l’on recherche avec chacune des trois 
techniques [Kline (1), Kolmer, conglutination] la plus forte dilu- 
tion donnant une réaction positive. 


‘TECHNIQUE. 


1° TrrRAGE DE L’ANTICORPS ANTI-GLOBULES DE MOUTON. — On 
ulise Ja technique de Coombs. L’anticorps étudié étant du type 
« incomplet », il ne provoque pas directement l’agglutination des 
globules de mouton, mais, aprés s’étre fixé sur ces hématies, 
il les rend agglutinables par un immunsérum anti-globulines de 
beeuf. On détermine la plus forte dilution du sérum de beeuf 
susceptible de sensibiliser les globules de mouton a l’action agglu- 
tinante d’un sérum de lapin anti-globulines de beeuf. 

Pour sensibiliser les. globules: de mouton, on met en contact 
pendant quinze minutes a la température du laboratoire 1 volume 
de suspension de globules 4 2 p. 100 et 1 volume de sérum de 
boeuf dilué. On centrifuge, on lave deux fois les globules, puis 
on les met en suspension dans de l’eau physiologique de facon 
a avoir une suspension a 1 p. 100. On étudie Vagglutinabilité de 
ces globules sensibilisés en faisant agir un égal volume d’immun- 
sérum anti-globulines de beeuf dilué (2). On soumet le mélange 
a une bréve centrifugation (8 000 tours/minute pendant deux 
minutes) et on note s’il y a eu agglutination ou non. 

Nous avons utilisé dans ce travail des sérums de bceuf sensi- 
bilisant les globules de mouton a la dilution de 1/20 ou 1/40. 
Nous avons écarté les échantillons ne donnant qu’une faible sensi- 
bilisation a la dilution de 1/10. 


(1) Formule de l’antigéne pour la réaction de Kline : cardiolipide, 
0,2 p. 100 ; lécithine, 1,5 p. 100. 

(2) Cette dilution d’immunsérum renferme 4 doses minima agglu- 
tinantes pour des globules de mouton sensibilisés par du sérum de 
boeuf a 1/20. 
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2° ‘TITRAGE DE LA CONGLUTININE (3). — On détermine la plus forte 
dilution de sérum de beeuf susceptible de provoquer la congluti- 
nation des globules de mouton en présence d’un excés de complé- 
ment de cheval. En fait, dans cette opération, on ne titre pas 
uniquement la conglutinine, mais l'ensemble anticorps  anti- 
globules + conglutinine contenu dans le sérum de boeuf. 

Les réactifs sont introduits dans des tubes a collerette aux 
doses inscrites dans le tableau I. Au cours de la réaction propre- 
ment dite, le complément est maintenu pendant une heure a ta 
température du laboratoire en présence de l’antigéne et de l’anti- 
corps avant addition du sérum de beeuf et des globules rouges. 
Pendant cette période, une partie du complément de cheval, qui 
est trés fragile, est détruite ; c’est pourquoi nous respectons ces 
conditions expérimentales dans le ltrage de la conglutinine et 
dans celui du complément. 

La plus forte dilution du sérum de boeuf ayant provoqué la 


TasLeau I. 


eau physiologique 


dilution 


quantité 


GeRe 1 p-100 


1 heure bain-marie & 37° + 15 mine temp.e laboratoire 
» 


conglutination des globules renferme une dose minima de conglu- 
tinine. 


3° TiTrRacE pu compLiment. — On détermine la plus faible 
quantité de complément susceptible de provoquer la conglutina- 
tion des globules en présence de 4 doses minima de conglutinine, 
On effectue ce titrage selon les indications données dans le 
tableau II. Afin de tenir compte de |’éventuel pouvoir anti-complé- 
mentaire de l’antigéne utilisé dans la réaction proprement dite, 
on ajoule cet antigéne aux tubes renfermant le complément. On 


(3) Le titrage précédent n’est pas indispensable ; on peut effectuer 
directement le titrage de la conglutinine. 
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maintient ce mélange une heure a la température du laboratoire 
avant d’ajouter le sérum de boeuf et les globules rouges pour les 
raisons exposées précédemment. 


TaBLeAu II. 


3. cheval 2 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,08 0,10 
5 


eau physiologique 0,18 0,17 0,16 0,15 0,14 0,12 0,10 


antigene 1/1000 Opn Osa. O;a Osa Opa Col 0,1 
1 heure & la température du laboratoire 
Se boeuf dilué 


eRe 1 p.100 


. 


lL heure bain-marie 4 37° + 15 mine laboratoire 


La plus petite quantité de complément ayant provoqué une 
conglutination nette des globules représente 1 unité de complé- 
ment. Lors de la réaction proprement dite, on fait agir 2 unités 
de complément que lon introduit dans un volume de 0,1 cm'. 
On peut conserver le sérum de cheval et le sérum de boeuf chauffé 
pendant au moins deux mois 4 — 15°. 


4° REACTION PROPREMENT DITE ET TITRAGE DE LA REAGINE. — 
Comme dans la réaction de Kolmer, le sérum examiné est intro- 
duit & la dose de 0,05 cm* et la suspension antigénique est 
préparée en laissant tomber goutte a goutte la solution alcoolique 
d’antigene dans de l’eau physiologique. Dans le paragraphe sui- 
vant, nous verrons comment on détermine le taux auquel il faut 
diluer cette solution alcoolique. Pour chaque sérum, ou chaque 
dilution de sérum, on fait un tube témoin ne renfermant pas 
d’antigéne, afin de déceler un éventuel pouvoir anti-complémen- 
tare. 

Pour titrer la réagine, on effectue la réaction avec chacune 
des dilutions du sérum et on note la dilution la plus élevée ayant 
fixé le complément en présence de lantigéne. 

Aprés avoir fait une premiétre lecture des résultats quinze 
minutes aprés la sortie des tubes du bain-marie a 37°, on en 
effectue une deuxiéme, douze a quinze heures aprés, en observant 
état agglutiné ou non des globules aprés agitation des tubes. 
Cette deuxiéme lecture est particuli¢rement aisée. 
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Tasieau III. 


dilution 


ry 


antigéne 1/1000 


complément 2 ue 


eau physiologique 


Se boeuf dilué 


GeRe 1 p.100 : Gra 
Ss . 


1 heure bain-marie A 37° + 15 min. laboratoire 


5° TITRAGE DE L’ANTIGENE. — On utilise un mélange de plusieurs 
sérums de sujets syphilitiques et on effectue une série de titrages 
de la réagine en présence de dilutions croissantes de l’antigéne. 
On défermine ainsi la quantité d’antigéne permettant de déceler 
la plus petite quantité de réagine. Ce titrage a été réalisé trois 
fois avec des échantillons différents de sérum, de complément et 
de conglutinine ; il nous a donné, dans tous les cas, comme titre 
de V’antigéne 1/1 000. 

Dans la réaction de Kolmer pratiquée avec les mémes quantités 
de réactif (sérum, 0,05; antigéne, 0,1; complément, 2 unités), 
le titre de ce méme antigéne est 1/200. 


RESULTATS. 


Nous avons examiné comparativement avec les techniques de 
Kline et de Kolmer et la réaction de conglutination 87 sérums 
de sujets syphilitiques et 274 sérums de sujelts présumés non 
syphilitiques. 

La réaction de conglutination s’est montrée spécifique : les 
sérums des sujets non syphilitiques ont donné des résultats néga- 
tifs a Vexception de 8 sérums qui ont donné des résultats 
douteux. 

La réaction de conglutination est nettement plus sensible que 
les méthodes de Kolmer et de Kline: presque tous les sérums 
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des sujets syphilitiques donnent des résultats positifs avec des 
‘dilutions plus élevées lorsqu’on utilise la conglutination que lors- 
qu'on emploie les autres méthodes. 

Cette différence de sensibilité n’est pas la méme avec tous les 
sérums, Fréquemment, la conglutination est deux, quatre ou huit 
fois plus sensible que la réaction de Kolmer ; dans certains cas 
(7 sérums), elle s’est montrée plus de seize fois plus sensible. 
Avec 7 sérums, on a obtenu des sensibilités égales. Un sérum 
faiblement positif avee les techniques de Kolmer et de Kline a 
donné une conglutination douteuse. Deux sérums positifs jus- 
qu’aux dilutions de 1/4 et 1/8 avec les réactions de Kolmer et 
de Kline ont donné une conglutination négative. Inversement, 
2 sérums présentant une réaction de Kline faiblement positive et 
une réaction de Kolmer négative ont donné un résultat positif 
avec la conglutination (4). 

On observe trés souvent (vingt-neuf fois sur les 87 sérums) 
dans les réactions de conglutination des phénomeénes de zone : 
inhibition de la réaction en présence des plus fortes concentra- 
lions de sérum alors que les dilutions plus élevées donnent des 
résultats positifs. L’importance de ce phénoméne de zone n'est 
pas en rapport direct avec la richesse du sérum en réagine : 
certains sérums peu riches en réagine (1/8, 1/16) présentent ce 
phénoméne, d’autres, beaucoup plus riches (1/128, 1/512, 1/1 024), 
ne le présentent pas. Il est indispensable de tenir compte de cet 
éventuel phénoméne, avant d’affirmer qu’un sérum non dilué, 
ayant donné une réaction de conglutination négative, ne renferme 
pas de réagine. 

On n’observe que trés rarement un phénoméne de zone avec 
la technique de Kolmer (aucun des 87 sérums examinés ne l’a 
donné). Les réactions de conglutination et d’hémolyse sont cepen- 
dant trés voisines : ce sont toutes deux des réactions de fixation 
du complément. Il est curieux de constater dans le cas présent, 
ou lon a utilisé le méme antigéne pour effectuer les deux types 
de réactions, que seule la conglutination a présenté ce phénomene. 

Un autre inconvénient de la réaction de conglutination est sa 
sensibilité plus grande que celle de la réaction de Kolmer au 
pouvoir anti-complémentaire des sérums examinés. 


R&SUME ET CONCLUSIONS. 


La réaction de conglutination permet de déceler la réagine 
syphilitique en présence d’un antigéne a base de cardiolipide. 


(4) L’un de ces sérums qui avait donné une réaction de Nelson et 
une reaction avec un antigéne tréponémique (Reiter) positives présen- 
lait un titre de conglulination de 1/128 avec phénoméne de zone 
jusqu’a 1/4. 
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Cette réaction est spécifique et sensible. Du fait de la fréquence 
du phénoméne de zone, elle n’est pas recommandée comme 
méthode de diagnostic systématique. Sa sensibilité étant tres 
grande dans certains cas, elle peut apporter des compléments 
d'information intéressants lorsque les résultats donnés par la 
sérologie dite classique sont dissociés. 

La technique utilisée est décrite en détail. 


SuMMARY. 


The conglutination reaction allows the detection of syphilitic 
reagin when effectuated with a cardiolipin antigen. 

It is a specific and sensilive reaction. However, a zone pheno- 
menon being frequently observed, the reaction should not be 
systematically used for diagnostic purposes. But in case of 
dissociated results obtained by the usual serological methods, :t 
may yield interesting complementary information because of ils 
high sensitivity. 
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CONCENTRATION 
DES LIQUIDES AMNIOTIQUES ET ALLANTOIQUES 
INFECTES PAR DES VIRUS, AU MOYEN DE LA DIALYSE 


CONTRE LE POLYVINYLPYRROLIDONE 
PREMIERS ESSAIS 


par D. LEKA (*), R. MORET, R. SOHIER et J. TIGAUD (*) 


(Laboratoire d’Hygiéne, Laboratoire de Physique 
et Laboratoire de Chimie Biologique 
de la Faculté de Médecine et Pharmacie de Lyon) 


L’un de nous [4] a montré que la dialyse d’un produit biolo- 
gique contre une solution de polyvinylpyrrolidone (P. V. P.) le 
concentre et élimine une partie de ses ions et de ses molécules 
organiques de faible poids moléculaire. 

Nous avons appliqué cette méthode a la concentration des anti- 
génes utilisés pour le diagnostic des infections a virus et plus 
spécialement de ceux développés dans les lquides amniotiques 
et allantoiques d’ceufs de poule embryonnés infectés. 

Avant de présenter les résultats auxquels nous sommes par- 
venus, nous croyons devoir rappeler briévement les conditions 
de cette dialyse. 

La solution, placée dans une cellule préparée avec un boyau 
cellulosique, est immergée dans une solution concentrée de poly- 
vinylpyrrolidone. Par suite de la différence qui existe entre les 
pressions osmotiques des solutions placées de chaque cété de la 
membrane, l’eau passe de la cellule dans le P. V. P., entrainant 
avec elle les éléments diffusibles. Si le volume de la solution est 
maintenu & sa valeur initiale par adjonction continue d’eau dis- 
tillée, les substances non diffusibles sont « lavées » progressi- 
vement et restent seules dans la solution. Par contre, si on laisse 
le volume décroitre, la solution se concentre en chacun des cons- 
lituants (aucun ne sort aussi vite que l’eau et ce d’autant micux 


(*) Boursiére 4 170. M.S. 

N. B. — Les opinions exprimées dans cette communication sont 
celles des auteurs et n’engagent pas la responsabilité de 1’O. M. S. 

(**) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 janvier 1956. 
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que le constituant sort d’autant moins vite que sa molécule est 
plus grosse). 

L’intérét du procédé réside essentiellement dans les faits sui- 
vants qui nous ont incités 4 l’employer : rapidité (la concentration 
peut étre en effet de 10 a 15 fois en quatre a cinq heures), 
simplicité, économie, réduction au minimum des manipulations, 
possibilité d’éviter toute contamination secondaire, opération 
réalisable & basse température (0° + 4°). 


MATERIEL ET METHODE. 


Nous avons utilisé une solution de P. V. P. (1) a 550 g par 
litre, une concentration plus forte donnant un fluide trop 
visqueux. Elle était, aprés usage, ramenée a sa concentration 
initiale, modifiée par apport d’eau, au moyen d’une ébullition 
de trente minutes qui en assurait également la stérilité. 

‘La membrane était constituée par un boyau cellulosique, 
marque Sanpo (2). Ce boyau était tendu sur un support de verre 
réalisant une cellule ayant les dimensions suivantes : hauteur, 
115 mm ; longueur, 20 mm; épaisseur, 3 mm. 

Ce boyau de cellophane était, aprés trempage dans l’eau dis- 
tillée stérile, enfilé sur une piéce en baguette de verre plein, en 
forme de rectangle et fermée en bourse au-dessous d’un des 
petits cdtés. La stérilisation était assurée en placant le systéme 
dans de Veau portée 4 l’ébullition et maintenue a 100° cing 
minutes. Le volume utilisable était de 12,5 cm*. 

Un orifice percé dans le petit cété opposé a celui sur lequel 
était faite la fermeture en bourse permettait d’introduire l’extré- 
mité effilée d’une burette A décantation comportant un robinet. 
Le liquide 4 concentrer était introduit dans cette burette préala- 
blement refroidie. Tout l'appareil maintenu par un support était 
placé dans un réfrigérateur a 0°-4°. 

L’écoulement du liquide dans le sac de cellophane était réglé 
de facon A maintenir un niveau constant. 

L’opération durait habituellement de quatre 4 six heures, selon 
le volume initial. Nous conservions toujours au réfrigérateur une 
partie du liquide traité (liquide original) pour le comparer au 
produit obtenu (liquide concentré et purifié en partie). 

Nous avons essayé de concentrer des mélanges de liquides 
amniotiques et allantoiques [LAmAIl] (8) d’ceufs de poule 
embryonnés infectés avec le virus des oreillons, de la grippe, de 
Vherpés. La concentration en volume étant connue, on cherchait 
a apprécier les modifications apportées dans les constituants 


(1) 184 RP ou subtosan. 
(2) Société Novacel, 6, rue Paul-Baudry a Paris. 
(3) LAmAll: mélange de liquides amniotiques et allantoiques. 
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primitifs des liquides, d’une part en comparant Vactivité antigé- 
nique de LAmAIl original et du méme mélange aprés dialyse, 
d’autre part.(pour un certain nombre de liquides) en comparant 
la teneur en protides et en cerlains polypeptides par titrage 
chimique utilisant la réaction dite du biuret avant et aprés dialyse. 

En ce qui concerne les oreillons, nous avons employé les 
souches B. O. S. (4), Enders (5). 

Pour la grippe, la souche du groupe A, PR8& (6) et trois 
souches A’ isolées au Laboratoire d’Hygiene !Penin, 1953 : 
Lavigne et Depouilly, 1955] (7). 

Pour Vherpés, souche Z (8). 


RESULTATS OBTENUS. 


1° CONCENTRATION APPRECIEE PAR LA MODIFICATION DU POUVOIR 
ANTIGENIQUE AU MOYEN DE LA REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT. 
— Nous avons utilisé une micro-méthode en tubes comportant 
une fixation prolongée a froid (0°-4°) et inspirée de celle de 
Kolmer et coll. [2], [8], {4}. ; 

Le titre est donné par la plus haute dilution de sérum qui pro- 
voque une fixation du complément empéchant complétement 
Vhémolyse ou ne permettant que celle de 25 p. 100 au plus des 
hématies. 

Les sérums de référence étaient d’origine humaine : pour les 
oreillons, ils avaient été prélevés chez des sujets alteints d’oreil- 
lons au vingtiéme jour et pour la grippe, au dixiéme et douziéme 
jour apres le début de la maladie. Pour Vherpés, il s’agissait de 
sérums de lapin inoculé par vole cornéenne et prélevés le 
quinziéme jour apres l’apparition de la kératite. 

Les résultats obtenus figurent dans le tableau I. 

On constatera qu’avec le virus des oreillons on a obtenu une 
concentration nette de lantigéne fixant le complément pour ta 
presque totalité des échantillons étudiés, de méme en ce qui 
concerne le virus de la grippe (types A et A’) [tableau IT] et !c 
virus de Vherpés (tableau III). On doit noter que plusieurs fois 


(4) Isolée au Lahoratoire d’Hygiéne de la Faculté de Médecine de 
Lyon (Sohier et Esser). 

(5) Souche classique aimablement remise par la Division des Virus 
des Laboratoires Lederle 4 Pearl River (Cox et Cabasso). 

(6) Provenant du Service des virus de l'Institut Pasteur (D™ Lépine). 

(7) Isolées au Laboratoire d’Hygiéne de la Faculté de Médecine de 
Lyon (Sohier, Challut et Chardonnet) classées au Centre International 
de la Grippe sous les numéros : A/Lyon/1/53, A/Lyon/102/55 am-A/ 
Lyon/101/55 am. 

(8) Remise obligeamment par le D™ Gajduzek du Service de Santé 
de l’Armée Américaine (Army Medical School, Directeur : J. Smadel). 
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le liquide concentré était plus anti-complémentaire que le liquide 
original. 


2° CONCENTRATION APPRECISE PAR LES MODIFICATIONS DU TITRE 
HEMAGGLUTINANT. — Le pouvoir hémagglutinant a été recherché 
en présence d’hématies de poule suivant la technique utilisée 
habituellement au Laboratoire d’Hygiéne. Pour les virus de la 
grippe et des oreillons, augmentation du titre a été trés nette 
dans tous les essais, sauf trois (El pour les oreillons, Pl et P2 
pour la grippe). 

Nous devons signaler que dans un cas (souche Depouilly) le 
litre hémagglutinant du liquide concentré demeurait inchangé 
aprés soixante-cing jours (1280), alors que le liquide original avait 
un titre un peu abaissé (160). 


3° EssAI D’APPRECIATION DES MODIFICATIONS DU TITRE INFECTIEUX 
PAR APPRECIATION DU POUVOIR PATHOGENE. — Un seul essai a été 
effectué pour le virus de l’herpés et encore partiellement. Nous ne 
le donnons qu’a titre indicatif sans méconnaitre l’insuffisance de 
ce contrdle. 

Aprés inoculation par voie intracérébrale (0,02) a des souris 
de 21 jours de liquide LAmAII (Z74) original dilué a 10-? et 
10—* et en employant 5 souris pour chaque dilution, on observait 
la mort en trois a cing jours de tous les animaux pour la concen- 
tration 10—*, alors qu’a la concentration 10—* ils survivaient 
tous. Avec le liquide concentré 15 fois, les deux dilutions 10-? 
et 10—* provoquaient la mort de tous les animaux. 


4° RECHERCHES SUR LES MODIFICATIONS DE LA COMPOSITION DES 
LIQUIDES SOUMIS A LA DIALYSE CONTRE LE P. V. P. — Nous avons 
dai nous limiter 4 une étude comparée de la teneur en protéines 
et aussi en certains polypeptides des liquides originaux et de 
ceux dialysés en utilisant la méthode de Gornall suivant la tech- 
nique de Fleury [5]. Cette méthode est une réaction du biuret 
rendue quantitative pour les protéines et les polypeptides conte- 
nant au moins 4 acides aminés. C’est dire qu’il est fort possible 
que des corps biurétiques de poids moléculaire relativement peu 
élevés aient traversé la membrane de dialyse contre le P. V. P. 

Avant d’indiquer les résultats obtenus, nous croyons devoir 
rappeler les quelques faits publiés concernant la teneur en pro- 
téines des liquides amniotiques et allantoiques de l’ceuf de poule 
embryonné. Whitby et Hynes [6] estiment que les liquides amnio- 
tiques et allantoiques ne contiennent pas d’albumine avant le 
douziéme ou le quinziéme jour de l’incubation. 

Kilbourne et Horsfall [7] utilisent la méthode turbidimétrique 
apres action de l’acide trichloracétique a 10 p. 100. Hs ont obtenu 
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les chiffres suivants : 2,4 4 23 mg p. 100 (moyenne, 8,7 mg p. 100) 
pour les liquides allantoiques normaux et 385 4 162 mg p. 100 
pour les liquides d’ceufs infectés par divers virus (grippe, 
Newcastle, oreillons). Mais nous devons retenir qu’a ce taux 
l’acide trichloracétique ne précipite pas les gluco-protéines pour- 
tant particuliérement abondantes dans l’ceuf. 

Polson et Dent [8] ont également observé une augmentation de 
la teneur en protéines des liquides allantoiques d’ceufs infectés 
par les virus de la « lumpy skin » et de la « blue tongue ». De 
méme, Atlas et Hottle {9] avec le virus du coryza. Enfin, 
Kalter [40] a constaté des modifications dans la teneur en acides 
aminés aprés culture en liquide allantoique du virus grippal. _ 

Les résultats des recherches effectuées sur nos liquides origi- 
naux et concentrés sont donnés dans le tableau IV. 


TasLeAu IV. 


eel 

NATURE DES PRODUITS ELUDIES ORIGINAL | APRES DIALYSE CONTRE P.V.P. 
y Volume 

réduit a 


Liquides allantofques d'oeufs normaux 0,90¢°) 1/10 


-- amniotiques -- -- 8,I & 8,50 


Liquides d'oeufs infectés 
par virus des Oreillons E 376 (All) ro 
virus des Oreillons E 7 (All + Am) Hail 
virus de la Grippe P 2 (All + Am) 1,6 


virus de 1'Herpés Z 73 (A121 + Am) 6,5 


™(°) En grammes par litre. 


Il est évident que l’on obtient une augmentation de la teneur 
en protéines et en certains polypeptides, mais elle ne correspond 
pas a une concentration directement en rapport avec la réduction 
du volume du liquide original. 

On peut tenter d’apprécier cette concentration pour deux 
mélanges. Le premier P2 correspond a 80 p. 100 de liquide 
amniotique et 60 p. 100 de liquide allantoique. Si l’on se référe 
aux titrages que nous avons effectués sur les liquides normaux, 
on peut admettre que le liquide concentré contient 2,5 fois plus 
de protéines et de polypeptides que le liquide original alors que 
ce dernier a été ramené au 1/10 du volume initial. Pour le 
liquide E7, mélange de 5,5 p. 100 de liquides amniotiques et de 
94,5 p. 100 de liquides allantoiques, la teneur en protéines serait 
de 6,6 fois plus élevée, alors qu’a la fin de l’opération il restait 
1/15 du volume initial. Le méme calcul conduirait a admettre 
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qu’aprés réduction du liquide Z73 a 1/10 de son volume initial 
on n’augmente que 5 fois la teneur en proléines et les poly- 
peptides. 

Si la concentration en produits biurétiques ne suit pas la réduc- 
tion de volume et lui reste trés inférieure, il faut done admettre 
qu'il y a eu fuite de produits biurétiques au travers de la mem- 
brane, il s’agit de polypeptides de poids moléculaire réduit. 


RESUME. 


On peut obtenir une concentration de certains des consti- 
tuants des liquides amniotiques et allantoiques d’ceufs de poule 
embryonnés infectés par des virus en les dialysant contre une 
solution concentrée de polyvinylpyrrolidone. 

La preuve en a été apportée, pour les virus de la grippe et des 
oreillons, par le titrage des hémagglutinines et, pour les deux 
virus précédents et en outre celui de l’herpés, par l’appréciation 
de la valeur antigénique dans les réactions de fixation du 
complément en présence de sérums de référence. 

L’étude comparée des liquides infectés originaux et de ceux 
dont le volume était réduit 5 a 15 fois par dialyse a révélé, pour 
ces derniers, une augmentation nette du pouvoir hémagglutinant 
et de la valeur antigénique. 

De méme, la teneur en protéines et en certains polypeptides 
a été nettement augmentée. 

Cette méthode a l’avantage d’étre simple, rapide et économique, 
et de pouvoir étre mise en ceuvre 4 basse température (0 + 4°) 
et sans risque de souillure des produits 4 concentrer. 

On peut espérer en maintenant, avec un liquide approprié, un 
volume constant du liquide soumis a4 la dialyse, obtenir une 
concentration et une purification des liquides infectés. C’est ce que 
s’efforceront de prouver des recherches actuellement en cours. 


SUMMARY. 


One can obtain a concentration of certain of the constituents 
of the amniotic and allantoic liquids of the chick-embryo infected 
by viruses by dialysing them against a concentrated solution of 
polyvinylpyrrolidone. 

The proof has been obtained, for the viruses of influenza and 
mumps by the titration of haemagglutinins and, for the two pre- 
ceeding viruses and the virus of herpes, by the estimation of 
the antigenic litre in complement-fixation reactions in presence 
of immune serum. a: 

The comparative study of the original infected liquids and of 
those the volume of which was reduced 5 to 15 times by dialysis, 
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has revealed for the latter a net increase of haemagglutinic power 
and of the antigenic titre. 

Similarly the percentage of proteins and of certain polypep- 
tides show a definite increase. 

This method has the advantage of being simple, rapid and 
economic, and can be utilized at a low temperature (0 + 4° C) 
and without risk of contamination of the products to be concen- 
trated. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] R. Morer, A. Boucuente et M"° H. Lampert. C. R. Soc. Biol., 1955, 
449, 719. 

[2] P. Lépine et R. Souter. Méthodes de laboratoire appliquées au 
diagnostic des maladies a virus. Masson édit., Paris, 1954. 

[3] M. M. Pemzarp, R. Sourer et J. Gineste. Ann. Inst. Pasteur, 1955, 
88, 446. 

[4] R. Soumr, M. M. Pemzarp, J. Gineste et J. FrReypier (a paraitre 
Ann. Biol. clin., avril 1956). 

[5] Freury. Ann. Biol. clin., 1951, 9, 458. 

[6] Wurrsy et Hynes. Med. Bacteriology. Churchill édit., Londres, 
1953. 

[7] E. D. Kizpourne et F. L. Horsratu. Proc. Soc. exp. Biol. Med., 
1949, 74, 708. 

[8] A. Potson et J.D. Denr. Nature, 1949, 164, 233. 

[9] L. T. Artas et C. A. Morris. Science, 1948, 108, 748. 

[40] S. S. Kaurer. J. Immunol., 1950, 64, 499. 


SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 5 Avril 1956. 


COMMUNICATIONS 


ETUDE DE QUELQUES SOUCHES FRANCAISES 
DE VIRUS ATTENUE DU MYXOME INFECTIEUX 


par H. JACOTOT, A. VALLEE et B. VIRAT. 


Unstitut Pasteur, Service de Microbiologie Animale) 


Nous avons signalé ici méme, il y a quelques mois, l’apparition en 
France d’un mutant atténué du virus de Sanarelli, et présenté l’étude 
préliminaire que nous en avions faite [4]. 

Depuis, nous avons isolé ou recu huit autres souches de pouvoir 
pathogéne affaibli. Avec chacune d’elles nous avons inoculé par voie 
hypodermique un certain nombre de lapins. Nous avons groupé dans 
le tableau I l’essentiel des observations faites, mais nous précisons ici 
que, a l’exception des trois derniers de la liste, ces virus ont fait 
l’objet d’autres inoculations non portées sur le tableau. Dans la __ plu- 
part des cas, ]’étude du virus en cause a été motivée par allure ou 
V’expression inhabituelle de la maladie chez le lapin d’origine ; on 
trouvera en légende des indications sur ce point. Nous précisons enfin 
que tous ces virus atténués furent recueillis sur des lapins domestiques 
a lVexception du dernier (Hérault), qui fut prélevé sur un garenne. 

Avant toute interprétation une remarque s’impose. Ainsi que nous 
Vont montré 1’étude du premier mutant francais observé, le Loiret 55, 
et l’étude de la souche australienne Uriarra III, les effets des virus 
atténués sur les lapins domestiques de notre pays sont inconstants 
dans les conditions ou nous expérimentons [1 et 2]. Ceci est vraisem- 
blablement lié, en partie, au fait que nous travaillons sur des animaux 
de races et de variétés composites, génétiquement assez dissemblables 
les uns des autres et qui n’offrent pas tous la méme résistance au 
virus ; cela peut résulter aussi de ce que les souches de virus dont te 
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pouvoir pathogéne se révéle diminué ne sont pas pures. Quoi qu'il 
en soit, l’expérience montre : 1° que dans une méme série de lapins 
les réactions A l’inoculation d’un mutant donné varient sensiblement 
et parfois considérablement d’un sujet a l'autre ; 2° que d’une série 
d’inoculations 4 l’autre le méme mutant produit des effets moyens qui 
ne sont pas toujours semblables. Néanmoins, chez la plupart des sujets 
inoculés, ces mutants impriment a la maladie certains caractéres plus 
ou moins accusés qui la différencient de la myxomatose classique A 
virus pleinement pathogéne. 

G’est sous le bénéfice de ces observations que doit étre examiné le 
tableau I. On y voit : 1° que dans chacun des groupes de lapins corres- 
pondant aux diverses souches étudiées, tous les animaux ou plusieurs 
d’entre eux ont fait une maladie anormalement longue ; 2° que dans 
tous ces groupes, excepté l’avant-dernier, un, plusieurs ou tous les 
animaux ont présenté une forme atypique et caractéristique de la 
maladie. A premiére vue, les virus Seine-et-Oise, Maine-et-Loire et 
Hérault apparaissaient plus faiblement atténués que les autres, mais, 
pour l’affirmer, il faudrait pouvoir en juger sur un nombre plus 
important de sujets ; quant aux autres virus, bien qu’ayant donné lieu 
i des réactions quelque peu discordantes, ils possedent vraisemblable- 
ment des pouvoirs pathogénes comparables. 

Ces conclusions sont A rapprocher des observations suivantes. L’Ins- 
titut Pasteur est approvisionné en lapins par des ramasseurs qui effec- 
tuent leurs achats dans le Loiret ou les régions limitrophes ; parmi les 
animaux qu’ils délivrent, il s’en présente, de temps en temps, en été 
surtout, qui sont atteints, ou en incubation de myxomatose. Nous 
avons constaté, & partir du printemps de 1955, que chez bon nombre 
de ces Japins contaminés, la maladie se prolongeait au dela des délais 
habituels ; les cas les mieux caractérisés ont évolué respectivement en 
vingt-six jours (maladie classique), trente-deux jours (maladie nodu- 
laire), quarante-deux jours (maladie mixte), cinquante jours (maladie 
mixte) et quatre-vingt-dix jours (maladie nodulaire suivie de guérison). 

Nous avons montré antérieurement, en pratiquant des inoculations 
croisées, que la souche attémuée Uriarra III et la premiére souche 
pleinement pathogéne isolée en France immunisaient l’une contre 
l’autre [4]. Dans le méme ordre de recherches nous avons constaté, 
d’une part que des lapins guéris d’une myxomatose A virus Loir-et- 
Cher S restaient indifférents 4 Vinoculation du virus classique, d’autre 
part, que des lapins guéris d’une myxomatose a virus Loiret 55 résis- 
taient sans troubles 4 Vinoculation du virus Loir-et-Cher P. 

Des passages successifs de mutants atténués, et notamment Uriarra III, 
Loiret 55, Loiret 18, par Je lapin ou la membrane chorio-allantoidienne 
nous ont conduits & penser que les souches atténuées étaient stables 
et bien fixées dans leur pouvoir pathogéne, sous les réserves énoncées 
plus haut. Pour préciser ce point important nous avons effectué avec 
une autre souche, Loir-et-Cher B, une série de passages par le testi- 
cule. Le virus de Sanarelli est de ceux qui, introduits dans l’organisme 
par voie testiculaire, agissent avec une particuliére intensité. Quatre 
passages successifs ont été pratiqués, chacun d’eux comportant 1’injec- 
tion dans les testicules de 0,5 ml au total d’une suspension de myxome 
prélevé & la surface du corps d’un lapin du passage précédent. Pour 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 781 


Tasreau I. — Type et terminaison de la maladie du lapin d'origine. 
Matériel virulent d’origine. 


Origine Doses Lapin |Incub-' |Evolut.' |Total | Type et terminaison de 
la maladie 
60 64 


Mixte - Guérison 
Mixte - Guérison 
Mixte - Mort 

Nodulaire = Mort 
Mixte 


Loiret 77 
(2) 


Nodulaire — Mort 
Nodulaire = Mort 
Classique = Mort 
Mixte = Mort 

Classique = Mort 


PAAQTIA aTansr 


BS RSE S SRR SS Pees 
» 
oO 


Loir-et- lee 107% 


Cher B 


(4) 


Nodulaire - Mort 
Classique -— Mort 
Nodulaire - Mort 
Mixte - Mort 
Mixte -— Mort 


Loir-et- 3 Sub-classique — Mort 
Cher P 3 Classique = Mort 
3 Classique — Mort 
5 Nodulaire - Mort 
6 Nodulaire = Mert 
Loir-et- N : 3 Mixte - Mort 
Cher §S N 72 3 Nodulaire - Mort 
(8) N 61 3 Mixte - Mert 
M 81 3 Mixte — Mort 
M 83 3 Nodulaire - Guérison 
4 
4 
5 
5 
3 


Pode 


Mixte - Mort 
Classique - Mort 
Classique — Mort 
Classique - Mort 


Seine-et- 
Oise 


(5) 


ooo°o 
AO 


Maine-et- 10} 5 Classique — Mort 
Loire (@) 3 Classique - Mert 
(6) (0) 3 Classique - Mort 


Hérault 
(7) 


Noduléire - Mort 
Sub-classique — Mort 
Classique = Mort 


(1) Maladie nodulaire mortelle en vingt-trois jours (incubation comprise). Myxome 
lenticulaire de l’oreille, prélevé le dix-neuvieme jour. 

(2) Maladie mixte suivie de guérison. Myxome de Voreille prélevé le vingt et 
uniéme jour. 

(3) Malade présenté alors qu'il était presque guéri. Myxome nummulaire de 
loreille prélevé le cinquantiéme jour. 

(4) Maladie nodulaire. Malade présenté alors qu'il était presque guéri. Myxome 
de l’oreille en voie de résorption. 

(5) Malade présenté en fin de maladie ; mort en cinquante-cing jours. Myxome 
prélevé Je cinquanti¢me jour. 

(6) Maladie mixte mortelle en trente-quatre jours. Myxome de l’oreille. 

(7) Lapin de garenne trouvé mort, porteur de petits myxomes en régression 
avancée. Myxome nummulaire du dos. 
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finir, les lapins d’un’ cinquiéme groupe ont regu, par voie hypoder- 
mique, 1 ml d’une suspension de myxomes cutanés prélevés sur deux 
des lapins du quatritme passage par testicule. L’expérience a été 
condensée dans le tableau II. 


TasLeau II. 


Voies Dilutions|Lapin |Incub. |Evolute | Total 
d?Inoculation 


Type et terminaison 
de la maladie 


Sub-classique — Mort 
Sub-classigue: — Mort 
Classique - Mort 

Sub-classique - Mort 


aor o 


2eme passage Sub-classique - Mort 
Mixte -— Mort 
Sub-classique - Mort 


Sub-clessique - Mort 


anon 


3éme passage Classique - Mort 
Mixte - Mort 
Classique — Mort 


Classique - Mort 


> 
0 
Ono” 


4éme passage Classique - Mort 
Classique — Mort 
Classique -— Mort 


Mort 


AeamamM sBaaseoa RRR a — 
x 
NX 


oR GB oF 


Nodulaire - Guérison 
Mixte — Mort 
Nodulaire -— Mort 
Nodvlaire - Mort 
Nodulaire ~ Mort 


Il est évident que quatre passages par testicule dans les conditions 
précisées plus haut n’ont pas eu pour effet d’exalter le pouvoir patho- 
géne du virus; tout au long de ces passages, la maladie a évolué 
vers la mort sous une forme presque classique et dans des délais 
relativement courts ; mais, reporté dans l’organisme par voie hypo- 
dermique, le virus a immédiatement redonné une myxomatose nodu- 
laire, & marche trés ralentie dans trois cas, dont l’un a été suivi de 
guérison (comparer sur le tableau If avec les résultats donnés par 
le méme virus avant les passages par testicule). 


ConcLusion. — Au cours de l’année 1955, c’est-a-dire trois ans aprés 
Vintroduction de la myxomatose en France, des mutations du virus 
se sont produites en de nombreux points du territoire. Tous les 
mutants examinés par nous possédaient des caractéres communs, 
ceux-l4 mémes par lesquels s’étaient signalées les souches atténuées 
d’Australie. Ceux de ces virus que nous avons étudiés par passage 
sur un nombre suffisant de lapins se sont montrés atténués a des 
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degrés voisins. L’affaiblissement du pouvoir pathogéne de telles souches 
est stable ; il n’est nullement modifié par quatre passages successifs 
du virus par voie testiculaire. 
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NOTES DE PHYSIOLOGIE BACTERIENNE. 
RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES 
ET ACTIVITE ENZYMATIQUE 
DES BACILLES TUBERCULEUX 
Il. — CATALASE 


par Jean DESBOR)JES, Etienne FOURNIER et Denisz ALIX 


(Centre hospitalier Emile-Rouz, Brévannes [Service du D™ Jean Parar] 
ef Institut national d’Hygiéne [Professeur Bucnarp]) 


Dans un précédent travail nous avons exposé les résultats relatifs 
aux variations du test & l’uréase chez des souches de Mycobacterium 
tuberculosis présentant des degrés différents de résistance aux anti- 
biotiques (streptomycine et INH). 

Employant comme matériel de travail des germes isolés chez diffé- 
rents malades (300 cas) suivant les modalités décrites antérieurement, 
nous avons pratiqué les tests catalasiques suivants : 


TecHNIQUE. — Recherche de la catalase. — Nous avons utilisé deux 
méthodes : lune grossiére, mais de lecture immédiate (microscopique), 
l’autre plus exacte et plus longue (manométrique). 

Méthode microscopique. — Le contenu d’une anse de platine de 
germes prélevés sur milieu solide est déposé entre lame et lamelle. 
On ajoute avec une pipette trés fine quelques gouttes d’eau oxygénée 
4 1 volume & pH 7. Normalement, on constate au bout d’une minute 
la formation de bulles d’oxygéne dues a la réaction catalasique. 

Avec nos souches ont peut noter les résultats suivants : 

-a@) En cas de formation de bulles trés nombreuses envahissant la 
préparation en quelques dizaines de secondes, la réaction a été notée 
catalase + ; 

b) Si la formation de bulles est faible, mais trés nette au niveau 
des amas bactériens, le résultat a été noté + ; 

c) En cas d’absence de formation de bulles, ou lorsqu’elles appa- 
raissent trés peu nombreuses, on note: catalase —. 

Méthode manomeétrique (appareil de Warburg). — Dans la fiole tarée 


784 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


de l’appareil de Warburg on introduit 2 cm* d’eau salée 4 9 p. 1 000, 
une anse de platine de bacilles prélevés directement sur culture solide. 
Dans le réservoir latéral de la fiole on place 1 cm*® d’eau oxygénée 
a 1 volume. 

L’ensemble est adapté au. manométre classique de l’appareil et mis 
en équilibre thermique avec une vitesse d’agitation de 60 aller et 
retour par minute. L’expérience se fait sans chauffage de la masse 
d’eau, mais & la température du laboratoire. 

Au bout de deux minutes, cet équilibre étant atteint, on vide 
rapidement le réservoir latéral dans la fiole de Warburg. La réaction 
catalasique s’effectue. La lecture s’opére de minute en minute, le 
volume de gaz étant maintenu constant dans la fiole et la tubulure 
manomeétrique. 

On peut considérer que la variation de pression correspond grossiére- 
ment au volume de O, dégagé et que ces mesures sont suffisantes en 
raison de Vincertitude sur le poids exact des bacilles secs introduit 
dans l’appareil. 

Cette technique est aisée 4 réaliser 4 la température du laboratoire, 
la catalase n’étant guére sensible aux variations de température. 

Le résultat est ainsi apprécié : 

a) Si le dégagement correspond & une variation de pression sensible 
(plus de 20 mm d’eau), on note catalase + ; 

b) Si le dégagement est faible (inférieur 4 10 mm d’eau), on note 
catalase —. 


Résuttats. — Une premicre impression s’impose d’emblée: nos 
résultats, portant sur les souches isolées, tant sur milieu de Léwenstein 
ordinaire sans action des antibiotiques, que sur milieu liquide de 
Dubos, puis testées sur milieu de culture imprégné de streptomycine, 
montrent des résultats différents pour une méme expectoration. 

Ceci nous confirme dans notre opinion, que l’on a le plus souvent 
affaire 4 un mélange de germes de résistances diverses chez le méme 
malade (1). 

1° En ce qui concerne la diversité des germes pour une méme 
expectoration, nous avons nolé des résultats tels que ceux rapportés 
dans le tableau I. 

Le détail des résistances observées pour ces 4 cas est rapporté dans 
le tableau II. 

Les deux premiéres sont donc conformes a la notion de Middlebrook 
de la perte d’activité catalasique paralléle 4 1’élévation de la résistance 
a VINH. 


(1) Notons que les deux méthodes de détermination de la catalase ne 
nous ont pas paru aussi précises l’une que l'autre. 

En particulier, Ja recherche microscopique est entachée d’un risque 
d’erreur non négligeable, di A des poussiéres trés fines entre lame et 
Jamelle, entrainant des dégagements gazeux. Ainsi, sur 85 cas de germes 
catalase —, 6 avaient été classés catalase + au test microscopique, ce qui 
n’a pas été confirmé par la méthode de Warburg. Celle-ci, maniée avec 
grand soin, nous a toujours donné des résultats approximativement quan- 
titatifs ; mais nous insistons sur la simplicité d’exécution des recherches 
microscopiques, qui plus de neuf fois sur 10 donnent un résultat exact 
en quelques minutes sans appareillage. 
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Tasieau I. 


Test catalasique sur la 


3 3 
2 $ 3 : 
3 sujet n° : Test catalasique sur : souche isolée sur les H 
: : la souche brute : tubes donnant une culture : 
: : H + 2 1.N.H. t 
: 1 H - : - : 
H 2 t : 
H 2 : ++ : - 3 
8 2 3 3 
3 3 : + : es : 
2 t 2 = : 
: 4 3 > : - : 
i 8 : 3 


TasBLeau II. 


oe oe 00 0 


Strepto 
2 


: : 
2Y/ce :10%;cc: ldyec 


Mélange 
Strepto :10/ 
ek 


Yee :1NH Syt un 10 0,5/ 
3 t 


ee eee 
a 
i= 
a. 
oO 
er 

oe 48 oe 
KH 
. 
= 
. 
oJ 
e 


PAS. : Catalase 
: : Ina 


ee oo oe oe 


(ts 
Oe Se ce 0 oe oe 


2,5f:totale;Résist 
: : 


c 
o 


ot oo bP be Oe on OF 09 oe a4 as 0s OF OF Oe 
2 
+ 
oe oe or 
+ 
+ 


: z z 
3 : t 2 
: 3 3 z 3 : 3 : : 8 
FH 1 i ete hae Ge ee t Ge A GS {= 3 
3 3 z z : 2 = 3 : 2 
t- 52 i. Rye = Se at | Siieeras Cet teehee Gee os 3 
ay : 3 3 2 3 3 z 3 3 2 
ee) Ses eee a ee Sees 3 cs Uy aa ee wi tS 3 
3 3 3 3 3 : & t ; 3 : 
3: 4 oe Sere eS Pls eS eet ity Deen -e ales amet UP aitete os 
z : : t : 2 3 5 3 E 2 
+-+ pousse abondante; + pousse moyenne; + pousse faible; — pas de 
culture. 


Les deux autres semblent démontrer la présence de mélange de 
germes catalase —, résistants 4 plus de 5 ywg/cm* d’INH, et de germes 
catalase+ sensibles 4 INH. 

2° En ce qui concerne les résultats globaux, cas récents et chroniques 
mélangés, nous pensons qu’ils doivent étre interprétés en fonction des 
constatations précédentes. 

On note, en effet, l’existence, le plus souvent, de mélanges de 
germes, les uns sensibles, et les autres résistants 4 VINH, alors que 
les expectorations formées de fagon homogéne de germes résistants 
a VINH sont la minorité. 

3° Nous avons observé également, que, dans la catégorie des malades 
traités depuis de longs mois (2), certaines lésions tuberculeuses exté- 
riorisent, A la fois, des germes sensibles 4 VINH et des germes 
résistants. 

4° Nous avons, de plus, cherché 4 établir la fréquence des associa- 
tions de streptomycino-résistants et d’INH-résistants, par rapport au 
test catalasique, chez des sujets traités depuis longtemps. Les résultats 
sont relevés sur le tableau III. 

Si nous notons les souches pour lesquelles nous avons obtenu des 
résultats complets pour tous les tests, soit 162 cas au total par suite 


(2) La grande majorité avait regu, au cours de cures répétées, plus de 
1000 comprimés de rimifon. 
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Tasreau JJI. — Résultats obtenus pour la totalité des germes 
contenus dans une méme expectoration chez 300 sujets traités 
depuis plus de deux ans. 


3 : : 
3 Réaction vis a vis des 3 Test catalasique global 3 
3 antibiotiques 3 t 
3 3 3 3 2 
3 Streptomycine : I.N.H. 3 Résultat tPourcentage par : 


+4 ee 


srapport aux 300 
3 cas : 


: by : : 
: R. 3 s + 3 11% t 
3 : t 2 3 
: R. 3 s 3 + ou - 3 3% : 
2 : t 2 : 
2 3 : t 3 
2 R. ; R 3 * t 21% 3 
3 3 t z s 
3 R. : R 3 + ou = t 8% : 
3 t 3 t : 
3 3 2 3 : 
3 8. ; s ; s 3 41% 2 
2 t 3 : : 
t s 2 3 : =. Olln= amet 1% : 
2 : t t t 
3 5 ; : t 
3 s : R t + 3 6% : 
3 : : t t 
3 s = R at FOU se) ars 9% : 
~ t 2 t 


io 


S = Sensible; R = Résistant. 


de perte de tubes (tubes cassés, souillures des cultures, incidents 
divers), nous remarquons que : 

a) Dans 88 cas, les germes étaient globalement catalase+ et sensibles 
a VINH ; 

b) Dans 42 cas, les germes étaient globalement catalase+, mais 
certains étaient résistants a VINH ; 

c) Dans 26 cas, les germes étaient catalase — et résistants 4 1INH ; 

d) Dans 6 cas, ils étaient globalement catalase — et sensibles 4 1INH. 


ConcLusions. — On peut donc déduire de ces résultats que les 
premier et troisitme types (114 cas sur 162, soit en gros plus des 
deux tiers des malades) sont conformes aux résultats bactériologiques 
de 1’école de Middlebrook. Le deuxitme type (un peu moins d’un tiers 
des malades, soit 42 cas sur 162) correspond, a notre avis, A un 
mélange de germes les uns sensibles et catalase+, les autres résistants 
a VINH et catalase — vraisemblablement. 

Enfin, les 6 cas comptés comme catalase — et sensibles A 1 INH ne 
sont peut-étre pas si aberrants qu’ils le paraissent, car ils étaient en 
fait légérement positifs au Warburg. Il convient en outre de remar- 
quer que la sensibilité 4 VINH n’est étudiée ici qu’au-dessous de 1 
a 5 ug/cm’. 
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ANTAGONISME /N V/TRO ENTRE L’ERYTHROMYCINE 
ET LA SPiIRAMYCINE 


par Yves CHABBERT 
(avec la collaboration technique de M"* J. HERVE). 


(Institut Pasteur, Laboratoire de lHépital) 


A cété du groupe des trois tétracyclines, il existe actuellement un 
groupe de quatre antibiotiques apparentés : érythromycine, carbomy- 
cine, spiramycine et P.A 105. 

Le groupe des tétracyclines est trés homogéne du point de vue 
activité bactériologique : il y a résistance croisée compléte entre les 
trois antibiotiques (Monnier [7]) ; parmi les souches isolées en clinique, 
on trouve bien des différences d’activité suivant les espéces micro- 
biennes (Welch et coll. [43]; Reedy [9]), mais ces différences ne 
vont pas jusqu’a observer des souches complétement sensibles a une 
des tétracyclines et complétement résistantes 4 une autre ; enfin les 
associations entre les antibiotiques de ce groupe sont généralement 
additives. 

Dans le groupe de l’érythromycine, on observe aussi une résistance 
croisée entre |’érythromycine et la carbomycine (Finland et coll. [6]), 
entre l’érythromycine et le P.A105 (Sobin et coll. [12]) et entre 
l’érythromycine et la spiramycine (Chabbert [4] et Pinnert-Sindico [8]). 
Dans ce dernier cas, nous avions signalé que lorsque l’on isole des 
mutants résistants a l’un ou l’autre de ces deux antibiotiques, il y 
avait bien résistance croisée mais que les rapports d’activité se modi- 
fiaient : alors que les souches initiales étaient environ dix fois plus 
sensibles A l’érythromycine qu’Aa la spiramycine, les résistants de 
deuxiéme échelon étaient inhibés par des concentrations identiques de 
l’un et de l’autre. 

Ce phénoméne se retrouve lors de 1’étude du spectre d’activité de 
la spiramycine, les rapports d’activité diminuant 4 mesure que la 
sensibilité des souches aux deux antibiotiques diminue. On observe 
aussi des différences entre ces rapports d’activité pour diverses espéces 
microbiennes : les streptocoques du groupe A sont inhibés en général 
par des concentrations quatre 4 vingt fois plus faibles d’érythromycine 
que de spiramycine, tandis que pour les streptocoques du groupe D 
on trouve des taux inhibiteurs identiques et souvent une plus grande 
activité de la spiramycine [4]. am 

Mais peut-on isoler en clinique des souches résistantes 4 un anti- 
biotique de ce groupe et sensibles 4 un autre i 

Ce phénoméne a été signalé & propos de l’érythromycine et du 
P.A 105 par Ross [40]. Nous l’avons retrouvé pour l’érythromycine ct 
la spiramycine, mais de plus nous avons observé chez les souches 
résistantes 2 l’érythromycine et sensibles 4 la spiramycine un effet 
antagoniste du premier sur l’activité du second. 
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TecuxiquEes. — La sensibilité des germes a été étudiée par dilutions 
sériées en gélose avec la technique des stries. 

L’effet des associations entre l’érythromycine et la spiramycine a été 
observé par : 

1° Diffusion en gélose. — Pour la bactériostase par la technique des 
bandes de papier 4 angle droit [2, 44, 4]. Pour la bactéricidie, 4 partir 
de la méthode précédente par la technique des transferts sur cello- 
phane [2] et par la technique des répliques [5]. 

2° Dilution en milieu liquide. — Nous avons utilisé une technique 
en carré [2] réalisant toutes les combinaisons entre deux gammes 
d’antibiotiques. La bactériostase a été observée directement et les 
effets bactéricides, par numération des germes en gélose. 


Résuttats. — A. Nous avons isolé actuellement 5 souches de staphy- 
locoques qui sont inhibées par des concentrations plus fortes d’érythro- 
mycine que de spiramycine. Les concentrations minima inhibitrices 
en wg/ml sont les suivantes : 


ERYTHROMYCINE SPIRAMYCINE 
Souche sD Ec go 4 eae “ 50 6 
=! BOR eM, ee ee 25 3 
ot GHA ROS Rene ee 3 4,5 
_ KOe aks, bere 50 3 
=>, SE NE. ease Dae 25 6 


Dans les mémes conditions, les souches sensibles aux deux anti- 
-biotiques sont inhibées par 0,15 pg/ml d’érythromycine et par 3 pg/ml 
de spiramycine. 

Actuellement, plusieurs études systématiques sont en cours pour 
déterminer le pourcentage des souches résistantes a 1l’érythromycine 
susceptibles de présenter ce phénoméne. 

B. L’étude de l’association érythromycine-spiramycine sur les staphy- 
locoques par les techniques de diffusion en gélose permet d’observer, 
sur les souches sensibles & ces deux antibiotiques, des effets en général 
additifs et quelquefois synergiques si l’on utilise des calculs du type 
suivi par Dye [4]. 

Par contre, avec 4 souches résistantes A ]’érythromycine on obtient 
une image extrémement nette d’antagonisme, aussi bien du point de 
vue hbactériostase que hbactéricidie. Il faut noter que la souche GA, 
relativement peu résistante a l’érythromycine, donne le méme phéno- 
méne. 

Mais la cinquiéme souche [BO] (coagulase négative par opposition 
aux précédentes), bien qu’ayant le méme type de sensibilité, donne 
une image de synergie. 

C. En milieu liquide cet antagonisme apparait encore plus nette- 
ment. Avec la technique en carré, la souche DE est inhibée par 
6 ug/ml de spiramycine et par plus de 100 wg/ml d’érythromycine. 

Si on associe les deux antibiotiques : 


Avec 0,06 pg/ml d’érythromycine, la C.M.I. de spiramycine est 50 ug/ml 
Avec 0,03 pg/ml d’érythromycine, la C.M.1, de spiramycine est 25 pg/ml 
Avec 0,015 ug/ml d’érythromycine, la C.M.1. de spiramycine est 12 ng/ml 
Avec 0,007 pg/ml d’érythromycine, la C.M.1I. de spiramycine est 6 ug/ml 
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Donc des quantités trés faibles d’érythromycine (plus de 1/1000 de 
la C. M. I.) sont susceptibles d’exercer un effet antagoniste de 1’action 
de la spiramycine. 

L’intensité de cet effet est inversement proportionnel au taux d’éry- 
thromycine, et le phénoméne semble s’effectuer suivant une relation 
linéaire entre le log. des concentrations. 


Discussion. — La modification de résistance a la spiramycine en 
présence d’érythromycine des staphylocoques étudiés ici n’est pas une 
modification héréditaire : repiqués, les germes présentent les mémes 
sensibilités que la souche primitive. I] pourrait s’agir d’une substance 
destructrice de la spiramycine produite par la souche en présence 
d’érythromycine. A l’aide de la souche BO qui ne présente pas 'e 
phénoméne quoique résistante 4 1l’érythromycine, nous avons pu 
réaliser des essais en gélose analogues 4 ceux que nous avions utilisé 
avec Sureau [3] pour mettre en évidence la production de pénicillinase. 
Aucune des souches ne s’est montrée capable de produire une substance 
diffusible dans la gélose susceptible de protéger cette souche BO contre 
l’action de la spiramycine. I] faut donc envisager l’hypothése d’une 
compétition entre ces deux antibiotiques, soit 4 la surface de la bactérie, 
soit sur un métabolisme indispensable. Quoi qu’il en soit, le phéno- 
méne indique une différence d’action et de nature de ces deux anti- 
biotiques et montre qu’ils ne sont pas interchangeables. 


En résumé: Il existe des souches de staphylocoques résistants a 
l’érythromycine et sensibles 4 la spiramycine. Chez ces souches, de 
trés faibles doses d’érythromycine sont antagonistes de l’action de la 
spiramycine. Ces deux faits montrent qu’il existe une différence nette 
entre ces deux antibiotiques et l’intérét clinique de la spiramycine. 
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DEUX NOUVEAUX TYPES D’ARIZONA DIPHASIQUES 
(12 : 27-28 ET 25 : 23-30) 


par P. R. EDWARDS, L. Le MINOR et AtmA McWHORTER. 


(Communicable Disease Center Public Health Service, 
U.S. Department of Health, Education, 
and Welfare Atlanta, Georgia 
et Institut Pasteur, Paris, France) 


Les organismes décrits, 4509-55 et 4510-55, ont été isolés de feces 
de serpents apparemment normaux (Vipera aspis) qui ont été adressés 
a Institut Pasteur pour la collecte du venin. Les deux cultures sont 
mobiles et possédent les caractéres habituels des Enterobacteriaceae du 
point de vue morphologie, culture et coloration. Les caractéres biochi- 
miques des deux souches sont semblables : elles produisent de 1’H,S, 
ne forment pas d’indol, n’hydrolysent pas l’urée, ont une réaction 
du rouge de méthyle positive et de Voges-Proskauer négative. Elles 
cultivent rapidement sur gélose au citrate de Simmons et acidifient 
la gélose au tartrate de Jordan. La gélatine est liquéfiée lentement 
et le test KCN est négatif. Le glucose, l’arabinose, le- xylose, le rham- 
nose, le maltose, Je tréhalose, le lactose, le sorbitol et le mannitol 
sont attaqués rapidement avec production de gaz; le saccharose, le 
raffinose, le dulcitol, l’inositol, l’adonitol et la salicine ne le sont pas. 

La culture 4509-55 est fortement agglutinée sur lames par le sérum 
Arizona O du groupe 25, et non par les autres sérums Arizona O. 
En tubes cette souche 4509-55 est agglutinée au titre du sérum “O 
groupe 25. Elle sature complétement les agglutinines de ce sérum. 
Les antigénes H sont diphasiques. La phase 1 est agglutinée au titre 
du sérum Arizona H23. Dans l’épreuve d’absorption elle réduit le titre 
du sérum vis-a-vis de la souche homologue de 1/10 000 4 1/100. La 
phase 2 est agglutinée au titre par le sérum Arizona H30. Elle sature 
complétement Jes agglutinines H de ce sérum vis-a-vis de la souche 
homologue. La formule antigénique de 4509-55 est 25 : 23-30. Chacun 
des antigénes de ia formule a son correspondant dans le groupe Salmo- 
nella et les antigenes peuvent étre exprimés approximativement par 
la formule Salmonella 16: 1,z,,-1,5. 

La culture 4510-55 est agglutinée rapidement sur James par le sérum 
Arizona O groupe 12 et non par les autres sérums Arizona O. En 
tube elle est agglutinée au titre par le sérum O 12 et, quand elle est 
utilisée pour l’absorber, le sature totalement. Les antigeénes H de 
4510-55 sont aussi diphasiques. La phase 1 est agglutinée au titre du 
sérum Arizona H27 et elle sature toutes les agglutinines H de ce 
sérum. La phase 2 est agglutinée au titre des sérums H 28a, 28b et 
28a, 28c. Cette souche sature toutes les agglutinines H du sérum 28a, 
28h mais non celles du sérum 28a, 28c. La formule antigénique de 
4510-55 est donc 12 : 27-28a, 28b, ou briévement, 12 : 27-28. On peut 
exprimer approximativement les antigénes de cette souche par une 
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formule Salmonella: 17:2z,,-e, n... Pour la liste des types d’Arizona 
décrits antérieurement, on peut se reporter aux articles de Edwards 
et Ewing (1955) et de Edwards, McWhorter et Fife (1956). 


RésumE. — Deux nouveaux types d’Arizona isolés de serpents nor- 
maux sont décrits. La culture 4509-55 posséde la formule antigénique 
25 : 23-30, tandis que la culture 4510-55 est représentée par la formule 
12 : 27-28. La similitude des antigénes de ces cultures attaquent rapi- 
dement le lactose et des antigénes qui existent dans le groupe Salmo- 
nella est signalée. 
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LA REACTION EAU-CHOLESTEROL EN SEROLOGIE 


par Pierre VELU et Maurice VELU. 


On est enclin,. en sérologie, 4 n’envisager que la réaction principale 
anligéne-anticorps et 4 en négliger d’autres, qui ont cependant leur 
importance, comme celle du cholestérol et de l’eau. On la rencontre 
en de nombreuses occasions, par exemple dans le séro-diagnostic 
de la syphilis (réactions de Kahn, de Mazzini, de Rein-Bossak, du 
V.D.R.L., etc.) [4], et dans la sérologie dite hépatique (réaction de 
Hanger & la céphaline-cholestérol) [2], sans oublier le dosage du 
cholestérol par opacimétrie comme nous l’avons réalisé [43] en partant 
de la technique de Grigaut, A Valcool sodé [3]. Il s’agit 1a de réactions 
de floculation. 

La réaction eau-cholestérol réside dans le fait que le mélange d’une 
solution alcoolique ou éthérée de cholestérol donne un louche, en pré- 
sence de certaines proportions d’eau. On peut 1’étudier au photométre, 
celui de Lagaillarde par exemple, en cuve de 2 mm, avec l’écran rouge 
foncé. Nous précisons ces conditions d’opacimétrie pour situer la 
méthode par rapport aux données classiques de physique [4, 5]. 

Il convient d’abord d’éliminer toute cause non spécifique de for- 
mation du louche. Ceci pose la question du solvant. Nous n’avons pas 
retenu le chloroforme (utilisé dans certaines solutions étalons, parce 
qu’il donne un trouble avec l’eau), ni |’éther (employé dans la réac- 
tion de Hanger parce qu’il est trop volatil). Nous avons pris 1l’alcool 
et, plus précisément l’alcool absolu, comme en sérologie syphilitique, 
pour éviter une intervention génante de l’eau. 

Les éléments de la réaction comportent : une solution alcoolique de 
cholestérol 4 1 p. 1000 et de l’eau distillée. Plusieurs facteurs devront 
étre étudiés : l’eau, le cholestérol et le temps. Nous avons opéré a la 
température du laboratoire (18-19°), mais il est évident qu’il convien- 
drait de préciser l’importance de cette température. 
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a) Le facteur temps doit étre envisagé immédiatement. Nous l’avons 
étudié avec le mélange suivant ; 


Solution alcool cholestérol 4, 
AlLCOOWAbSOlUM ewer, a en 
Eau distillée. . 3 Poe 


(soit 50 p. 100 du volume total) 

Aprés homogénéisation, nous avons suivi au photométre la cinétique 
de la réaction ; le louche s’est développé rapidement en cing aA dix 
minutes, puis il a atteint son maximum en quinze A trente minutes 
(courbe I). Si l’on poursuit 1l’étude de la cinétique, il convient de 
tenir compte de la sédimentation. Connaissant ces délais, nous pour- 
rons facilement éliminer le facteur temps. 

b) Le facteur eaw est mis en évidence en distribuant dans une série 


1- TEMPS 2-TENEUR EN EAU 3.-TENEUR EN CHOLESTEROL 


{oa} 


fon) 


1) 


DENSITE OPTIQUE 
bd 


= a & is = | SS ee ee ee eS 
OPT SeHORlS 30mn 0 25 50 75 100% Q 0,05 0/0 OS 0.209%. 
Tic. 1. — Etude de Vopacité en fonction des divers facteurs. 


Courbe I. — Dans un mélange a 50 p. 100 d’eau et 0,20 g p. 1000 de cholés- 
térol, en fonction du temps. 

Courbe IJ. — Pendant un temps égal ou supérieur 4 trente minutes dans un 
mélange en proportions constantes de cholestérol en fonction de la teneur en eau. 

Courbe II]. — Pendant un temps égal ou supérieur 4 trente minutes dans un 


mélange en proportions constantes d’eau (50 p. 100) en fonction du taux de 
cholestérol. 


de tubes & hémolyse gradués de 5 cm*, une quantité constante de 
solution cholestérolée (1 cm*), puis en ajoutant des volumes régulié- 
rement décroissants d’alcool absolu (de 4 A O cm), et enfin des 
volumes réguliérement croissants d’eau (de 0 & 4 cm*). Aprés une 
attente d’au moins trente minutes, nous passons au photométre 
chacun des tubes préalablement homogénéisés. 

Dans les conditions présentes le trouble apparait quand la teneur 
en eau atteint environ 30 p. 100; il passe par un maximum vers 
50 p. 100 et disparait aux environs de 95 p. 100 (courbe II). Ainsi se 
trouve soulignée l’importance de l’eau. 

c)Le facteur cholestérol est facile 4 étudier en procédant comme pré- 
cédemment, A la seule différence qu’ici la variable est le cholestérol. 
Nous mettons dans une série de tubes A hémolyse gradués de 5 cm® 
une quantité croissante de solution cholestérolée (de 0 A 1 cm‘), 
décroissante d’alcool (de 2,5 4 1,5 cm®), et constante d’eau (2,5 cm*), 
soit une teneur hydrique de 50 p. 100 pour Je mélange total. Nous 
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attendons au minimum trente minutes aprés le mélange. La courbe 
représentative du phénoméne est une droite (courbe III). L’importance 
du cholestérol est ainsi mise en évidence. 


INTERET PRATIQUE DE LA REACTION EAU-CHOLESTEROL. — a) Facteur 
temps : Les délais de « mirissement » des antigénes cholestérolés aprés 
mélange avec l’eau ont été précisés soigneusement : dix minutes pour 
le Kline, dix & trente minutes pour Je Kahn, etc. [4, 6]. L’étude opaci- 
métrique directe des suspensions est rendue difficile en raison de fa 
teneur en cholestérol relativement élevée des solutions alcooliques 
utilisées. On peut se demander les relations qui existent entre la 
maturation des suspensions antigéniques et l’opacité que nous venons 
de mesurer (courbe J). Divers auteurs ont suivi le mirissement de 
ces antigénes en faisant varier chacun de leurs constituants [7, 8, 
9, 10], et parfois méme ils l’ont étudié en néphélométrie [44]. 

b) Facteur eau ; Il est bien connu des sérologistes ; ne serait-ce que 
la souillure hydrique des solutions alcooliques de cholestérol, ou le 
role de la dilution des antigénes par l’eau. Kahn a montré les modi- 
fications de sensibilité et de spécificité qui en résultent [6]. On peut 
se demander les relations qui existent entre ces variations et le phé- 
noméne que nous avons étudié (courbe I). 

c) Facteur cholestérol : Il est primordial en sérologie [4, 12]. Nous 
n’examinerons pas ici son role sensibilisant pour les antigénes ; nous 
avons exposé ailleurs une méthode de dosage dans le sérum [43] et 
nous étudierons ultérieurement le dosage du cholestérol dans 1’alcool 
(courbe III), dont le principe vient d’étre défini. 


ConcLusions. — La réaction eau-cholestérol joue un rdle important 
en sérologie : réactions de Kahn, Kline, Rein-Bossak, V. D. R. L., etc., 
sans omettre la réaction de Hanger. Son étude opacimétrique permet !a 
mise en évidence de trois facteurs importants : le temps, l’eau et le 
cholestérol. 
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Les communications suivantes parattront en Mémoire dans les 
Annales de l'Institut Pasteur : 


Contribution 4 l'étude des propriétés antibactériennes de la 
gelée royale. Effets bactéricide et antibiotique de la gelée 
royale neutralisée, par C. HELtev. 


Etude du pouvoir hémagglutinant de neuf souches de virus 
des oreillons pour des hématies de différentes espéces, par 
R. Somer, G. Favier, Y. Caarponner et F. Caanwur. 


Fréquence des variants sensibles chez les souches naturel- 
lement résistantes au chloramphénicol, par Y. Cuasperr et 
J. DEBRUGE. 


Contenu en bases puriques et pyrimidiques des acides désoxy- 
ribonucléiques des bactéries, par Ki Yona Ler, R. Want et 
EK. Barsvu. 


Identification, fréquence et antibiogramme des bacilles a 
Gram négatif isolés dans les affections des voies respira- 
toires, par L. Carrire et M'° A. Surne. 


AVIS 


Le « III®° Congreso Ibero Latino Americano de Dermatologia » aura 
lieu 4 Mexico, du 21 au 27 octobre 1956. 

Pour tous renseignements s’adresser au Dr. Manuel Malacara, 
secrétaire général, Centro Dermatologico Pascua, Calle Dr. Garcia- 
diego 21, Mexico, 7 D. F., Mexique. 


LIVRES REGUS 


W. F. Wells. — Airborne contagion and air hygiene. 1 vol., 423 p., 
53 fig., publié par Harvard University Press, Cambridge, 
Mass. (U. S. A.)., pour The Commonwealth Fund, 1955. Prix : 
6 dollars. 


Depuis plus de vingt ans, l’auleur poursuit les reckerc..es qui font 
de son livre un ouvrage fondamental sur la question. C’est lui qui a 
montré que la plupart des gouttelettes répandues dans l’air par la 
toux ou l’éternuement sont si petites qu’elles s’évaporent avant 
d’atteindre le sol, laissant des noyaux qui persistent dans l’atmo- 
sphére jusqu’d ce qu’ils soient absorbés par les voies respiratoires d’un 
autre sujet ou entrainés par le vent. Cette découverte a prouvé V’im- 
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portance de la contagion respiratoire et celle des mesures qui, en 
assainissant l’atmosphére, pouvaient la supprimer. Le présent ouvrage 
envisage tous les aspects de la question : étude chimique, physique et 
biochimique des gouttelettes, viabilité des parasites transmis par 
lair (bacilles tuberculeux, en particulier), étude expérimentale sur 
l'animal, transmission par les poussiéres, modes de purification de 
lair (ventilation, désinfection chimique, etc.). Une bibliographie et 
un index alphabétique détaillés constituent un important complément 
au volume. Halk 


Ciba Foundation Symposium on Porphyrin biosynthesis and meta- 
bolism. 1 vol., 308 p., 70 fig., J. et A. Churchill, édit., Londres, 1955. 
Prix : 30 shillings. 


Ce volume contient les 19 communications qui ont été présentées 
au Xe Symposium de la Ciba Foundation. Il étudie, entre autres, le 
cycle succinate-glycine, l’acide delta-aminolévulinique, le réle de cer- 
taines porphyrines et proto-porphyrines dans la bio-synthése des 
hemes, la synthése du cytochrome .c, celle de la porphyrine et de la 
chlorophylle chez les Chlorella, le métabolisme de 1’hémoglobine, 
celui des porphyrines chez le lapin, leur synthése par les bactéries 
autotrophes, etc. 

Chaque communication est suivie de sa discussion par différents 
auditeurs et la discussion générale est reportée 4 la fin du volume. 

Heal 


H. Seeliger. — Listeriose. 1 vol., 152 p., 27 fig., Johann Ambrosius 


Lae 


Barth, édit., Leipzig, 1955. Prix : DM 11,60. 


L’auteur a procédé & une étude extensive de la question et son livre 
ne s’adresse pas seulement aux cliniciens et aux vétérinaires, mais 
encore aux bactériologistes et aux hygiénistes. Tous les problémes 
concernant la listériose ne sont pas encore éclaircis et une étude comme 
le présent travail, qui, outre des résultats personnels, passe en revue 
toute la littérature (plus de 350 références) contribuera certainement 
au progres de la question. L’auteur étudie d’abord l’agent infec- 
tieux, sa position systématique, ses propriétés biochimiques, séro- 
logiques, puis la listériose chez l’-homme et chez l’animal, sa prophy- 
laxie et sa thérapeutique. Un chapitre important est consacré A la 
bactériologie et A la sérologie de la maladie, décrivant le mode de 
prélévement et d’examen du matériel infectieux, les techniques de 
culture du germe et les différentes réactions sérologiques applicables 
au diagnostic. De nombreux tableaux et figures illustrent cette mono- 
graphie. lat dee 


G. Fouillouze. — Chimie qualitative et quantitative appliquée. 2° édit., 
2 vol., Librairie médicale, scientifique et industrielle, édit., Lyon, 
1955. Prix : 8 000 fr. : 


Ces deux volumes, qui s’intitulent « Chimie qualitative et quanti- 
tative appliquée a la portée de tous », reproduisent le programme des 
travaux pratiques de pharmacie de deuxiéme, troisigme et quatriéme 
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années de la Faculté de Médecine et de Pharmacie de Lyon. IIs traitent 
des médicaments et des matiéres alimentaires courantes et de ]’ana- 
lyse des eaux. Cette seconde édition comporte certains chapitres qui 
n’existaient pas ou qui étaient briévement traités dans la premiere : 
iodométrie, chlorométrie, pH, étude des sulfamides, microcristallo- 
graphie, étude des produits employés en phytopharmacie, denrées 
alimentaires les plus courantes. Les techniques de nombreux dosages 
et analyses sont données en détail. 
Hat: 


Houben-Weyl. — Methoden der organischen Chemie. 4° édit. comple- 
tement remise 4 jour. Vol. IIH, 1° partie : Méthodes physiques. 
1 vol., XXX + 954 p., 448 fig. Georg Thieme, édit., Stuttgart, 
1955. Prix : 162 DM. 


Pour que les Methoden der organischen Chemie fussent un traité 
complet, l’exposé des méthodes physiques utilisées en chimie orga- 
nique devait y trouver sa place. 

Il occupe les deux tomes du volume III. Le 1° tome, dont nous 
rendons compte ici, traite principalement de déterminations qui, pour 
étre classiques, sont cependant assez rarement exécutées par les orga- 
niciens. Aussi ceux-ci n’ont-ils qu’exceptionnellement sous la main 
lYouvrage ot ils trouveront les renseignements pratiques nécessaires 
4a l’exécution de telles mesures. Désormais ils sauront qu’ils existent 
dans les différents chapitres consacrés aux mesures thermodynamiques, 
a la réalisation des essais cinétiques, aux déterminations de densité, 
de solubilité, de tension de vapeur, 4 la mesure du poids moléculaire 
et de la tension superficielle et enfin aux méthodes cristallographiques. 

Un chapitre d’une trentaine de pages expose la réalisation des 
modéles de molécules, de plus en plus utilisés & l’heure actuelle. 
Les trois derniers chapitres, consacrés a la spectrométrie de masse et 
4 la détermination des isotopes stables et radioactifs utilisés en chimie 
organique, complétent trés heureusement le chapitre du volume IV 
consacré A la préparation des dérivés marqués. Traitant de méthodes 
d’investigation beaucoup moins classiques, ils se rapprochent par leur 
esprit du tome 2 de ce volume, que nous ayons analysé derniérement 
ici méme. 

La présentation soignée de cet ouvragr est digne de la réputation 


de 1’éditeur et de la tenue du traité. oy 
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Staphylocoques. Immunisation active et staphylococcies chroniques 
chez l’>homme . oe 

Sulfamides. Métabolisme ave p- sari tOse eau sulfaitiide in vivo . 

Syphilis. La réaction de Kahn Sak sur plaque, couplée ou non 
avec la réaction de Kline . i Z 

— La notion de refus cellulaire dans Mi — _! pepevinnctitale 4 

— Voir aussi Conglutination, Tréponéme. 

Tréponéme, Place du — de Reiter dans la sérologie de la syphilis. 

— Etude au microscope électronique de quatre see de — 
anaérobies d’origine génitale . 

Tuberculose. Anergie des sujets tuberewtows ratte par cs tubers 
culine 

— Voir aussi Antibiotiques, Fization de complement, " Metehininoy}- 
Schaumann et Mycobactéries. 

Variole du canari. Identification en France de la — — — ; 

— — — Aptitude du virus de Kikuth a former des bieHisions 
cytoplasmiques 

Vibrio fetus. Enquéte sérologique sur V'infection du bétail fren- 
cais par — — . F 

— — Enquéte bactériologique sur Wintebtion ats bétail frames 
par — — ; 

Virus. Proce en Fr ance Aes infectione duce eee groupe APC. 
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